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TABLAS Y FIGURAS 134
INTRODUCCION
La generación de las células 9! inn¡noconpetentes requiere la presencia de un
microantiente tímico intacto que gaitera una serie de señales, incluyendo distintas citocinas
(CARDING y col.,1991) yen la que intervienen moléculas de adhesión (LEPESARP y col., 1990;
SINGER, 1990>, necesarias para la correcta maduración y diferenciación de los precursores T.
Además, durante la diferenciación intratíaica, los tintcitos son seleccionados de manera que
aquellos que reconocen las moléculas del canplejo principal de histacompatibilidad <MHC) propase
maduran a células 9! que abandonam el timo para colonizar los árganos linfoides secundarios,
nientras que aquellos que reaccionan con excesiva avidez por dichas moléculas son seleccionados
negativamente muriendo en el timo o adquiriendo una condición anérgíca.
Aunque la contribución concreta de cada tipo celular del estroma titeo a estos procesos
no se conoce con exactitud, los datos obtenidos desde diferentes aproximaciones experimentales
permiten asegurar que estas células son básicas en la generación de las células 9! tanto para su
maduración cano para su educación y diferenciación. Así, se ha descrito que cuando falta un
microambiente títitico intacto no es posible el crecimiento y la diferenciación 9!
(RINGS¶X)N y col.; 1985; JENKINSCt1 y Qi’EN, 1990>. Además, el tratamiento con drogas o radiaciones
ionizantes que afectan el estroma tíuico (VAN VLIET y col., 1986; HUISKAEP y col., 1988> o con
anticuerpos dirigidos contra células del mism (KRUISBEEI( y col., 1983> alteran profundamente la
producción de células 9! maduras. En animales “nude«, por último, en los que el timo se reduce a
restos epiteliales poco diferenciados, no se producen células 9! ~ funcionales (JENRINSON y
col,, 1981). Incluso datos recientes sugieren que las interacciones entre células linfoides y
estroma tinico no son unidireccionales y aparentemente el desarrollo normal del epitelio tiinico
medular es dependiente de la presencia de células linfoides. Así, en ratones SCID que no poseen
células TeR4 el epitelio medular es incapaz de madurar mientras que aquellos que contienen
células TeR4 producidas endágenamente <ratones SCII> “leaky) o transferidas exógenamente a partir
de médula ósea, el epitelio medular madura y se organiza expresando marcadores específicos
(SEORES y col., 1991>.
ms componentes principales del estroma tiniico tanto en rata, objeto del presente
estudio, como en ratón y en humano, las dos especies más investigadas al respecto, son las
células epiteliales, los macrófagos y las células IYZ/IDZ. ms tres tipos poseen distinto origen
embrionario y una probada heterogeneidad tanto estructural como fenotípica.
Desde el punto de vista estructural el estroma epitelial consta de elementos irregulares,
con largas prolongaciones citoplásnicas en la corteza y más cortas en la médula, unidos entre sí
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~iante desniosomas y con abundantes filamentos en su citoplasma, que constituyen la red de
soporte de las células linfoides. Tatién aparecen en la médula células epiteliales hiperpílsicas
que, a veces, toman parte de corpúsculos de Hassall o estructuras císticas que representan otra
entidad epitelial de la médula títaica (NABARBA y ANDRIANARISOY, 1981>. Esta heterogeneidad del
componente epitelial tiinico ha sido confirmada mediante la producción de numerosos anticuerpos
moncclonales específicos, admitiéndose en la actualidad la existencia de, al menos, tres
poblaciones epiteliales en el tino de mamíferos. Una forma el retículo de soporte en la corteza,
otra está constituida por células de las zonas subcapsular, subtrabecular y subvascular y el
epitelio nedular y, por último, elementos epiteliales que forman parte de los corpúsculos de
Hassall (revisado por KANPINGA y col., 1989>. A este respecto se asume igualmente que las células
epiteliales medulares, incluyendo los corpúsculos de Eassall, y las subcapsulares son de origen
ectodérinico mientras que el epitelio cortical proviene del endodermo (CEOUSB y col., 1985; IflB¡CH
y BAINES, 1981; BAINES, 1990).
Los mcrófagos, células clásicamente incluidas en el denaninado sistema mononuclear
fagocitico, originadas a partir de mnocitos de la médula ósea, son células grandes, irregulares,
que frecuentemente contienen restos celulares en su citoplasma y que participan en los procesos
de fagocitosis, presentación antigénica y en ciertas funciones efectoras, En el tino de rata,
cono en el caso del epitelio, los nacrófagos nuestran una heterogeneidad que pronto fué
reconocida tanto a nivel estructural cano hietoquinico e histoenzi,nático (nUIJVESTION & HOEFSMI¶,
1981; MILICBVIC yMILEBVIC, 1984; MLICEVIC y col., 1981; EABARRAy ANDRIANARISON, 1991>. La
misma heterogeneidad ha sido reconocida con la producción de varios anticuerpos iwnoclonales
específicos para distintas subpoblaciones macrofágicas en varios órganos de rata, incluido el
tirio <RU14POLD y col., 1982; WAXER y col., 1985; DIJ3STEA y col., 1985; ROBINSON y col., 1986;
SMINIA y col., 1986; DAMOISEAUX y col., 1989; TAKEYA y col., 1989; COLIC y col., 1990; HSIAO y
col., 1991). Quizás la existencia de heterogeneidad puede explicar las numerosas funciones
propuestas para los macrófagos, entre ellas la liberación de señales para la maduración de
precursores 9! (PAPIERNIR y col., 1987; INABA y col., 1988; MURWASKA y col., 1990), la eliminación
de tirwcitos picnóticos (SPBENT y col., 1988>, la educación positiva (BELLER y t’NANUE 1978 y
1980; ZEIRA y GALLILY, 1988> y negativa (¡DRENE y ALISEN, 1989j, la inducción de células 9!
supresoras (SOEJIÉ y col., 1988), etc., sin que realmente se conozca de manera precisa su
funcionalidad dentro del órgano.
Las células dendríticas fueron aisladas en primer lugar por STEINMAN y COEN (1973) de
órganos linfoides de ratón y constituyen los principales elementos estmnuladores de las células 9!
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en el sistema inume. Las células de Lanqerhans de la piel, las células ~veiled»de la linfa
aferente, las células dendrítícas de la sangre, las células interdigitantes de la médula timica y
de las áreas T dependientes de los órganos linfoides periféricos y las células dendríticas
aisladas de los órganos linfoides corparten entre sí la característica de ser potentes células
presentadoras de antígenos (APC> a las células 9!. Su identificación se ha basado, además de en su
capacidad funcional, en la fuerte expresión de moléculas del MHC de clase II que manifiestan, en
su característica ultraestructura (DUIJVESTIJN y BARCLAY, 1984; DUflVESTIJN y col., 1984> y en su
histoqufmnica (SNIHIA y col., 1986; RAMI3INGA y ASPINALL, 1990>, tanto in situ como iii vitro
.
Aunque se han descrito anticuerpos monozlonales específicos de células dendríticas humanas y
munnas <BREEL y col., 1987; BOFILL y JAB2SSY, 1989>, los existentes en rata, 1P119 (NAGELKERREN
y col,, 1987> y TRPM-1 (TA3EYA y col., 1989) no son exclusivos de ellas.
Con» en el caso de las células epiteliales y los macrófagos, ARKEMA (1992> ha sugerido
recientemente la existencia de sulipoblaciones de células dendríticas en el timo de rata. Esa
misma heterogeneidad había sido descrita para las células dendríticas aisladas de sangre humana
(PA¶’DERSON y col., 1991> y previamente SCHULER y STEINMM¡ (1985> habían demostrado en ratón que
las células dendríticas podían exhibir dos fenotipos funcionalaEnte distintos. Tarbién se han
descrito dos subpoblaciones diferentes en el bazo de ratón ¡CROWLEY y col., 1989> y en la linfa
aferente de rata <HOEFSMIT y col,, 1980; PIJGE y col., 1983; ?VSSUM, 1984>. Aunque las células
dendríticas han sido relacionadas funcionaleante con los procesos de selección negativa (REAflY y
col., 1984; KAPPIER y col., 1987>, algunos autores han sugerido que podrían estar iuplícadas
taitién en la proliferaci6n de tircitos medulares {KAMPINGA y ASPINALL, 1990).
El proceso de maduración de los precursores de las células T ha sido especialmente
estudiado en ratón aunque los datos disponibles en otras especies, incluida la rata, confitan en
general la secuencia murina. Así, en el ratón adulto, los precursores procedentes de la médula
ósea llegan al timo donde expresan arcadores como Pgpl (C044>, Thy-l con baja intensidad y ESA,
pero no expresan el receptor de la célula 9! (TeR). Una vez que llegan al timo sufren
modificaciones que pueden ser seguidas gracias a la expresión secuencial de toda una serie de
marcadores que suceden a lo largo del desarrollo intratímico. Así, FU~LKES y col, (1985>
demostraron que los precursores intratímicos más tempranos en ratón se encuentran dentro de una
población que representa sólo el 2—3% del total de los tiniocitos que no expresan las moléculas
CD4 ni CD8 (células doble negativas, DN> aunque, por otro lado, parece existir un estadio
anterior donde el tinccito expresa, en bajos niveles, CIX (WU y col., 1991).
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La población DN no es homogénea y presenta diferencias respecto a la expresión de otros
marcadores. Así, el 90% de las DN expresan ESA (CRISPE y col., 1981> y el restante 10% que no
expresa ESA contiene células ItE ~ V~8, ‘I~R gamma-5~ y algunas TcIr Pgp1~ (LESLET y col.,
1988>.
Las células DN, USA’ contienen a su vez tres subpoblaciones que se pueden identificar por
la diferente expresión que presentan de Pgpl y el receptor de interleucima 2 (IL-2R). Las células
DN, E8A, PgpV, IL-2r son capaces de colonizar el timo cuando se inyectan intravenosainute en
animales irradiados y originan células maduras (LESIEY y col., 1988). Tan pronto cano estas
células comienzan a expresar IL-2R (cadena a>, la molécula ¡‘gpl reduce su expresión en membrana
de fonna que un estado intermedio antes de la pérdida carpíeta de Pgpl inplica la apresi6n de
ambos (IESLEY y col., 1988). Por otro lado, la población Dii, 118A, PgpV, fl-2R~ es capaz de
repoblar el tino cuando se inyecta intratírnica (SUINC?~KBVITZ y ccl,, 1987) e intravenosaunte
(LESLEY y col., 1988).
La expresión de IL-2R es transitoria (CERBDIG y col., 1985) y, a la vez que se produce la
reducción en su expresión, aparecen en la membrana y con una expresión nuy baja CD4 y CDO,
células doble positivas, DF (RABU y col., 1985>, a la vez que comienza a expresarse el ccsplejo
Tcfl/C03, también en bajos niveles (NIXOLIC-ZUGIC y col., 1989>. Posteriormente se produce un
aumento en la expresión de CD4 y CUS mediante un mecanismo todavía desconocido, El papel exacto
que en toda esta prinEra etapa de la maduración 9! juegan los distintos componentes del estrcuia
tíjitico es igualmente desconocido.
En relación con las moléculas CD4 y CDS, el último paso laplica el aumento de expresión
de CUS y la pérdida de CD4 (linfocitos sixple positivos, SP, CD8’, citotóxicos/supresores> o el
aumento de expresión de CD4 y la pérdida de 038 (linfocitos SP, C134, colaboradores), proceso que
vendría determinado probablemente por la unión del tinocito a moléculas del NEC de clase 1 6 II
respectivamente, expresadas en las células del estrc¿na (RUGO y col,, 1990>.
La expresión del receptor de la célula T <‘ltR) en las células DF inicia una etapa
fundamental para la selección positiva y negativa de los timocitos en la que la expresión de las
moléculas del NEC en la superficie de las células del estroina es crucial. Consecuentemente se han
utilizado distintas aproximaciones experimentales que permiten en cierta medida analizar cuándo
se producen los procesos de selección positiva y negativa, qué células del estrcena tíinico
participan y qué mecanismos estan implicados en los mismos.
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Así, el fenómeno de la selección positiva ha sido demostrado tanto con quieras de
irradiación como con ratones transgénicos. En ambos casos la idea es analizar la maduración
funcional de timocítos de un determinado haplotípo en un nicroajnbiente tímico que expresa otro
haplotipo diferente.
tas precursores hematopoléticos de la médula ósea de un animal pueden ser eliminados por
irradiación utilizando dosis que, por el contrario, no afectan aparentemente al epitelio tímico.
Cuando estos animales son reconstituidos con células de médula ósea alogénica o semialogénica,
las células 9! que producen sólo son capaces de responder a antígenos presentados por moléculas
del MEC del huésped; es decir, están restringidas, educadas o seleccionadas positivamente, por el
NEC expresado en el epitelio radiorresistente del tino del huésped (BEVAN y FINE, 1978). Las
críticas a este tipo de experimentos han venido del hecho de que la irradiación, por un lado, sí
podría afectar al estruna epitelial tíniico y, por otro, posiblemente podría no eliminar
canpletamente las células heinatopoiéticas del huésped.
En el caso de ratones transgénicos que reciben genes del TeR con una reordenación única y
conocida todos los timocitos expresan dicho receptor independientemente del haplotipo del ratón
huésped, mientras que los linfocitos periféricos sólo expresan dicho receptor cuando el haplotipo
del ratón transgénico es igual al del ratón donante de los transgenes TeR <KISIEI~I y col.,
1988). En este mismo sentido, los ratones que expresan moléculas codificadas por la región 1-E
del NEC de clase 11 no tienen en la periferia linfocitos con receptores que utilizan los
segmentos V,,11 y V,d7, reconocidos por anticuerpos nonoclonales específicos. Sin eÉargo, en
cepas que no expresan dicho haplotipo, el número de linfocitos con tales especificidades varía
dependiendo del haplotipo, demostrando la existencia de una selección positiva variable (BIACENAN
y col., 1990>.
Como ya apuntaban los resultados obtenidos con las quieras de irradiación el epitelio
tinco parece jugar un papel esencial en los procesos de restricción. Así, ratones transgénicos
que expresan I-.E en el epitelio tíinico, irradiados y reconstituidos con células de médula ósea de
distinto haplotipo producen células T que sólo reconocen antígenos en el contexto 1-E (BL&CKNAN y
col,, 1990).
Dos parecen ser los mecanisnos por los que se produce la eliminación funcional de los
clonos E autorreactivos. Ambos requieren elementos del estroma tínico, en cierta medida no bien
identificados, y la utilización de uno u otro podría depender del antígeno en cuestión. En un
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caso se induce un proceso de anergia en los tinccitos que les permite madurar y migrar fuera del
timo pero que les inactiva funcionalmnte, impidiéndoles reaccionar contra el MHC propio
(RAI4SDELL y FGjL&ES, 1990). En otros casos los timocitos autorreactivos son eliminados dentro del
timo, lo que implica su rmerte programada mediante un proceso de apoptosis. El ejemplo más
evidente de este hecho es que las células T V~17a positivas, que reconocen antígenos 1-E de clase
II, no aparecen en la periferia de aquellas cepas de ratón que expresan este haplotipo (KAPPIBR y
col., 1981>.
La mayoría de los datos apuntan a que los procesos de eliminación clonal están mediados
por las células dendríticas del estroma tinco (BIJACENAN y col., 1990). El papel del epitelio
timico en el proceso es más controvertido. En ratones irradiados que expresan 1—E se ha sugerido
que el epitelio radiorresitente era el responsable de la anergia clonal observada en clonos
periféricos V,~17 positivos (RAMSDELL y BXMIXES, 1990). Otros autores, con experimentos in vitm
,
han indicado que las células epiteliales participan en los procesos de selección negativa, al
menos para antígenos del NEC de clase II, pero no así en el caso de moléculas de EC de clase 1
ni de superantígenos (NEBE y SPRENT, 1990>. Tantién en pollo se ha sugerido que el epitelio juega
un papel en la inducción de tolerancia, Así, tejidos de codorniz trasplantados en pollo son
rechazados salvo cuando los pollos son timectomizados e injertados con primrdio tímico de
codorniz que sólo posee células epiteliales (OHRI y col., 1987 y 1988>.
Recientemnte algunos autores han apuntado que las células B intratímicas tairbién podrían
influir en la selección del repertorio T <MARTINEZ-A. y col,, 1988; MAZDA y col., 1991> y
MATSUEASHI y col. (1991> demuestran que los propios linfocitos 9! pueden inducir tolerancia para
noléculas del MHC de clase 1.
Aunque los resultados comentados hasta aquí sugieren un papel fundamental de las células
del estrona tímico en la maduración 9!, la presencia de células 9! en bazo y ganglio linfático de
ratones atínticos “nude” <LAXE y col., 1991) y de células gaina—6~ en pacientes con sindrcce de Di
George (VAN WNGBN y col., 1990) sugiere que podría haber vías extratínicas de maduración de
linfoictos T. Asimismo, ROCHA y col. <1991> demuestran que parte de los linfocitos
intraepiteliales en animales normales tienen un origen extratímico. Por último cabe destacar que
también se han descrito fenómenos tanto de selección positiva <SPEISER y col., 1992) cario
negativa (ABRONSON—MEMAN y DORF, 1991) en ratones “nude”. Todos estos resultados sugieren que en
ausencia del timo otros tejidos podrían encargarse del mantenimiento de la tolerancia a lo
propio.
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Otra de las posibles vías para el conocimiento de la función de las células del estrcxna
del tiiw ha sido la utilización de cultivos in vitro que, si bien presentan el inconveniente de
que los resultados puedan no ser extrapolados a lo que ocurre iii vivo, presentan la evidente
ventaja de ser fácilmente manipulables. En este sentido el número de trabajos en los que se
describen tanto cultivos realizados con diferentes metodologías como líneas celulares tucas han
sido muy numerosos en los últimos años. Sin embargo muchos de los resultados son contradictorios,
principalmente debido a la dificultad para identificar satisfactoriamente y de manera
reproducible los componentes celulares presentes no sólo en los cultivos primarios sino incluso
en las líneas celulares.
Ina cultivos organotípicos de tirio fetal han deniostrado ser una herramienta básica en
estudios de diferenciación intratrímica en el caso del ratón (KIlESTW y col., 1985; SXINNER y
col., 1987; CEREDIG, 1988; WATANABE y col., 1989; PLUM y col,, 1989; WAANDERS y col., 1989; PWM
y col., 1990; WOD y col,, 1990; PWN y col., 1991). En este tipo de cultivo se sitúan lóbulos
fetales completos sobre un filtro de policarbonato de forma que, por debajo, recibe el aporte de
los elementos presentes en el medio de cultivo y por encima el fragmento está en contacto con el
ambiente del incutador, lo que permite un intercambio gaseoso efectivo. Desde un punto de vista
técnico se ha demostrado que hay dos factores básicos que influyen de forma decisiva en este tipo
de cultivos: el tamaño de los fragmentos debe permitir una eficacia máxima de intercambio de
nutrientes y gases y, además, es necesario mantener el explante en una interfase aire-liquido sin
que el medio llegue a cubrir totalmente el fragmento (JENKINSC6 y col., 1982; JENKDISON y WEN,
1990>. Este tipo de cultivos permite la diferenciación de precursores E hasta el estadio de
células 9! 5? (ROBINSON y OREN, 1976; KISIEWW y col., 1984) y la expresión de las cadenas <43 del
‘rcR (U9Rt4 y col., 1986>. Por otro lado también se ha testado el papel de las interleucinas en
este sistema obteniendo resultados contradictorios, al menos en lo referente al papel de IL—2:
por un lado anticuerpos anti-IL-2R inhiben la proliferación celular (PLUM y col., 1989), que se
recupera tras la adición al riedio de interleucina 2 recontinante (rlL-2) y, por otro, la rIL-2 ha
demostrado tener una acción inhibidora en la proliferación <SEINNER y col., 1987). También la II-
4, que produce una disminución en la producción de tiinocitos y la cc<npleta eliminación de las
células DF <PLUM y col., 19901 y la It-?, que produce un aumento al doble de los timocitos
producidos respecto a los fragmentos cultivados sin suplementos (WATSON y col., 1989>, han
demostrado influir en los procesos de diferenciación en este ntdelo.
Además de estudiar los procesos de diferenciación dentro del fragmento esta aproximación
permite obtener timos quiméricos para el estudio de los procesos de restricción y tolerancia: el
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fragmento puede ser tratado con productos cano la 2 ‘-desoxiguanosina <dGuo), que aparentemente
elimina de forma selectiva linfocitos y células dendríticas, y obtener un estrc*na epitelial de un
haplotipo determinado que, en esta situación, puede ser repoblado con precursores linfoides de
diferente haplotipo (JENKINSON y col., 1982; READY y col., 1984; WA’flNAEE y col., 1989; WEBB y
SPRENT, 1990). Utilizando esta aproximación se ha descrito, incluso, la diferenciación de
precursores linfoides humanos en un estronia de ratón (FISHER y col., 1990). En este caso el papel
jugado por las moléculas del NEC que antes señalábamos cano fundamental para la educación de las
células 9! queda en entredicho,
Histológicamente se ha descrito que los fragmentos tratados con dGuo están compuestos
básicamente de un estrcua epitelial sin linfocitos, macrótagos o ICC (JENKINSON y col., 1982;
READY y col., 1984>, Estos fragmentos mantienen su capacidad biológica puesto que cuando se ponen
en la cercanía, pero sin que haya contactos celulares, de tejidos donantes de células ~steuf,
ecco timo o hígado fetales, son capaces de atraer estos precursores (JENRINSON y col., 1982;
IIENRINSON y OREN, 1990).
Una segunda aproximación en el cultivo de tejidos de timo consiste en trocear el timo en
pequeños fragmentos y cultivarlos en suspensión, metodología que ha sido fundamentalmente
utilizada en los estudios de recuperación de la función 9! de ratas nudeil <SCBUURMAN y col.,
1985, 1985 y 1981). En este caso la citoarquitectura tímica se pierde después de una semana de
cultivo y el fragmento está básicamente compuesto por un componente epitelial entre una matriz de
colágeno sin linfocitos. Al igual que en el caso de los cultivados sobre filtros estos fragmentos
mantienen su capacidad biológica puesto que si el fragmento cultivado en suspensión se deja
adherir a una superficie se obtiene un cultivo puro de células epiteliales cuyo sobrenadante es
capaz de aumentar la estimulación de tizcitos inducida con mitógenos {SCHUURMAR y col., 1982).
Sí bien el método utilizado en los cultivos organotípicos descritos previamente mimetíza
muchos de los acontecimientos que ocurren en la diferenciación 9!, impide la proliferación de los
elementos del estro~na tinico sobre el filtro. Por otro lado los cultivos realizados en
suspensión, que permiten la recuperación de las respuestas T en animales atíxnicos, son homogéneos
en su composición y prácticamente están compuestos sólo por células epiteliales. Además, en
muchas ocasiones, los períodos durante los que los fragmentos se mantienen en cultivo, el tipo de
tejido utilizado <fetal/adulto) y la especie objeto de estudio hace que los resultados obtenidos
varíen considerablemente. ‘Ibdos estos inconvenientes han hecho optar por una tercera aproximación
que ha permitido una mejor caracterización de los diferentes elementos del estrcna del tino
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consistente en realizar cultivos primarios de estroma tímico. Estos implican trocear el timo y
colocar los fragmentos sobre superficies de plástico especialmente tratado que permite la
adherencia del fragmento y la proliferación de las células estromáticas. Los resultados obtenidos
en cuanto a la proliferación de los diferentes tipos celulares con este sistema son, sin embargo,
nuevamente variables. Así, en cultivos de estroma tímico de rata y ratón se ha descrito tanto un
desarrollo de células epiteliales (l’EOH, 1919; ¡flOR, 1979; MHAZMA y col., 1980; NIEBURGS y
col., 1985; SAVINO y col., 1986; NA~UET y col., 1989; ESHEL y col., 1990; SCHREIBER y col., 1991)
como un desarrollo preferente de macrófagos (PAPIERNIE y col., 1983; COLE y col., 1991> mientras
que en el caso humano, por el contrario, se ha descrito un crecimiento casi exclusivo de células
epiteliales (COREN y col., 1984; SUN y col,, 1984; BARTSELEMY y col., 1986; SAVINO y col., 1986;
BALERCIAy col., 1990b; SCRREIBERy col., 1991).
Una manera relacionada con la anterior que también permite el estudio de poblaciones
celulares del estrana implica la obtención de lineas celulares en cultivos secundarios a partir
de los cultivos primarios descritos. En el caso de cultivos secundarios de células accesorias de
ratón esta aproximación ha permitido apuntar la importancia que estas células pueden tener en la
diferenciación intratínilca (PAPIERNIR y col.,1983). Así, las interacciones entre linfocitos
inmaduros y células accesorias flR (células fagocíticas del retículo timico> en ratón están
mediadas por la molécula l4ac-l (EL RUJBY y col., 1985; EL ROlE! y col., 1988) y las propias PPR
son capaces de inducir proliferación de timocitos II en presencia de IL-2 (PAPIERNfl< y col.,
1987). En otras ocasiones han sido los mediadores solubles presentes en los sobrenadantes de los
macrófagos los que han permitido inducir la diferenciación de células 9~ inmaduras del estado DN
al OP y SP (NACAMINE y col., 1991>. Asimismo hay numerosos trabajos que describen la
diferenciación in vitro de células precursoras de células T en presencia de líneas epiteliales y,
en algunas de ellas, esta diferenciación implica la presencia de mediadores solubles producidos
por las células epiteliales y secretados al medio de cultivo (PALACIOS y col., 1989; DAIJIDUL y
col., 1991; WATANABE y col., 1991).
Por último, también se han conseguido obtener células de estroma tuco con métodos
enznnáticos que permiten disgregar los componentes del timo tras los que se puede realizar una
separación ne±ante qradientes de densidad y sometiendo a la fracción de baja densidad, compuesta
básicamente de ¡nacrófaqos y células dendríticas, a procesos de adherencia (CROl~LEY y col., 1989>.
Desde un punto de vista diferente pero ccuplementario al de los estudios in vitro, la
posible función de los componentes del estroma de tino también se ha estudiado mediante
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experimentos in vivo. Pese la dificultad que puede implicar la interpretación de los resultados
debido a que entran en juego factores que no influirían in vitro, es evidente que los resultados
in vitro no pueden ser toados como absolutos sino que el paso posterior implica la ccuprctación
de los mismos en el mcdelo animal, Desde este punto de vista el trasplante de diferentes
componentes del estroma ha demostrado ser ruy útil para el esclarecimiento de la función que cada
uno de ellos juega en la tuncionalidad tinica.
En este sentido la aparición de la ¡nutación “nude’ (PAM’EIL(IRIS< 1968; flSTNG y col.,
1978> permitió disponer de animales que carecían de un timo funcional por sufrir un fallo en el
desarrollo embrionario, lo que ha servido para resolver algunos de los prcblems planteados.
les animales atíinicos “nude” son mutantes recesivos autosómicos incapaces de desarrollar
una respuesta inmune celular iii vivo tras iniunización con antígenos T dependientes, pero que
mantienen intacta la posibilidad de establecer una respuesta inmune humoral, En el rudtxÉnto
tiniico de estos animales se observan algunas células epiteliales iixlíferenciadas y pequemos
quistes rodeados de células epiteliales cuboidales y conductos (FOSSUM y col., 1980; VOS y col.,
1980a; ROUGBE y KIAUSEN, 1984).
En el caso de la rata los órganos linfoides periféricos de animales jóvenes tienen un
peso cizallar a los de las ratas normales (HOUGSR y KLAUSEN, 1934> pero las zonas T dependientes
están prácticamente vacías, no hay centros germinales en áreas B y el atiero de linfocitos
circulantes está nuy reducido <BROOKS y col., 1986; W{JGLAS-JONES y col., 1981>. Aunque el
porcentaje de células que se tiñen con anticuerpos monoclonales dirigidos contra linfocitos T es
inferior al que se obtiene en ratas eutíinicas, aumenta con la edad (BROOKS y col., 1980; VAESBEN
y col., 1986). Por el contrario, y aunque no se conoce dónde pueden adquirir este marcador, el
porcentaje de células Thy-1 en ratas nude” es similar al de ratas normales desde el nacimiento
y el de células 8 es incluso superior (SCHUURI¶AN y col., 1982; ~USSlfl4y col., 1983; SCHUURI4M y
col., 1985>.
Inniinológicanente, las ratas “nudo exhiben una nula o muy baja estimulación de los
linfocitos periféricos a mitóqenos, sin producción de IL-2 (BR~RS y col., 1980; E~STING y col.,
1978; HOIJGEN y KLAUSEN, 1984), no muestran alorreactividad en cultivo mixto de linfocitos, MLR
(BROOKS y col., 1980; SFAESI y col., 1985) ni son capaces de responder en procesos de
hipersensibilidad retardada (DTH> contra antígenos típicamente inductores de la respuesta T cano
ovoalbúxnina, tuberculina o toxina tetánica (VOS y col., 1980b; SCRUUEJ4AN y col., 1985>. Por otro
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lado no rechazan trasplantes de piel xenogénica o alogénica (E~ST2G y col., 1978; BELL y col.,
1987), los niveles de TgG en suero están reducidos en un 30—50% respecto a las ratas eutixnicas
(VOS y col., 1980b) y sus linfocitos ‘E no generan reactividad injerto contra huésped fGVED> en
huéspedes eutínicos aloqénicos (MARSEAL y MILLER, 1981>.
Mientras que las respuestas ‘E están muy reducidas respecto a las de ratas normales,
producen respuestas normales a lipopolisacárido (1.28> de E. Coli (VAR WVEREN y col., 1986> e
incluso la actividad ‘natural killer” (U) es superior a la de las ratas normales (ROLSTAD y
~VSSUN,1990>.
En este modelo se han ensayado diferentes aproximaciones para conseguir una recuperación
de la función ‘E tales como el trasplante de timo completo (BOIJGEN y KLAUSEN, 1987; ECVGEN y col,,
1987> o de fragmentos de tino cultivados (SCBUURNAN y col., 1982 y 1985> y la inyección de
suspensiones celulares purificadas de linfocitos (BELL y col., 1981>.
Tanto con el trasplante de timo completo como con el de fragmentos de timo cultivados y
tanto en combinaciones singénica cario aloqénica, se logra una repoblación de las áreas ‘E
dependientes de los órganos linfoides periféricos y una recuperación de las respuestas ‘E. En
ambos casos se consigue un aumento de las células ‘E en la periferia que producen una respuesta a
nitógenos similar a la que los linfocitos periféricos producen ratas normales eutlmicas
<SCHUIJR14AN y col., 1982; UOUGEN y KLAUSEN, 1981; HOUGBR y col., 1981; SCHUIJRMAN y col., 1981).
Asfluisino, el animal trasplantado rechaza trasplantes de piel alog¿nica y adquieren OVE contra
antígenos ‘E dependientes.
Tanto en rata como en ratón se ha demostrado in vitro que los animales ‘mude”
trasplantados muestran tolerancia hacia el haplotipo del huésped, lo que se piensa se debe a la
colonización del fragmento trasplantado por macr6fagos/células dendríticas del huésped (SCHUURMM
y col., 1986 y 1987; JENEINSON y OWEN, 1990>. Loe resultados respecto a la tolerancia generada
hacia el haplotipo donante expresado en las células epiteliales trasplantadas son más
contradictorios. En el caso de la rata, SCRUUIU4AN y col. (1986> encuentran que se produce un
estado de alorreactividad in vitro pero de tolerancia in vivo hacia el haplotipo del fragmento
alogénico trasplantado. Estos autores indican que en la corteza del fragmento trasplantado el
haplotipo de las moléculas del MIC de clase II es donante (en las células epiteliales> mientras
que en la n~dula es del huésped (en las mC). Respecto a la expresión de moléculas del ?411C de
clase 1, y excluyendo a los timocítos, hay expresión de clase 1 del haplotipo donante tanto en la
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corteza como en la médula <en las células epiteliales> mientras que el haplotipo del huésped
estaba restringido a la médula. Estos resultados sugieren una tolerancia in vivo sin eliminación
clonal de las células alorreactivas, especulándose bien con las existencia de diferentes
mecanismos de presentación del MRC o bien con la existencia de señales de tolerización
provenientes del fragmento trasplantado. No obstante, resultados más recientes <SCEUIJRMAR y col.,
1989> ponen en entredicho esta segunda posibilidad. Probablemente, como apuntan HO~W¡N y col.
(1992> en experimentos que confirman estos mismos resultados, la afinidad de los clonos generados
sea demasiado débil para reconocer aloantígenos Li vivo (tolerancia a trasplantes de piel> pero
suficiente para reconocer esos mismos aloantígenos en experimentos in vitro (CML~).
Una condición radicalmente diferente es la que se produce cuando los fragmentos
cultivados se trasplantan en ratones eutímicos. En este caso los fragmentos de timo fetal
cultivados organotípicamente en un medio de cultivo estkdar (control) eran rechazados cuando se
trasplantan en caitinación alogénica, mientras que si el cultivo se realizaba con dGuo 1, 3SmM
durante 5 días no se producía el rechazo (READ! y col.,1984). les fragmentos tratados con dQao
estaban básicamente constituidos por células epiteliales y, en bajo número, por zacrófagos y
fibroblastos. En ningún caso se observaban linfocitos o, si estaban presentes, tenían aspecto
necrótico y no había células eón características sflnilares a las IDC descritas it situ en la
médula tímica. Si el período de cultivo era más cofto la desaparición de los linfocitos no era
completa y si, por el contrario, se mantenían por períodos más largos las células epiteliales
podían verse afectadas <JENKIl~SON y col., 1982; LiRA»! y col., 1984>. Además, utilizaido cano
marcador el aloantígeno ¶liy-i se comprueba que la colonización de los fragmentos tratados no se
producía por la proliferación de linfocitos que pudiesen haber escapado al efecto de la dGuo sino
que se repoblaban con linfocitos provenientes del tejido donante de células “ate” (JENKINSON y
col,, 1982>.
Este distinto comportamiento de los dos tipos de fragmentos se explicaba aduciendo que la
dGuo eliminaba del fragmento tratado no sólo linfocitos sino también las células dendríticas,
aunque las células epiteliales de los fragmentos control y tratados con dGuo seguían expresando
moléculas del MHC de clase 1 y II (LiRA»! y col., 1984>. En definitiva que, mientras que el
haplotipo del epitelio tímico trasplantado no parece tener relevancia, algo ya señalado en los
experinentos con ratas “mude’ (SCRUURMAN y col., 1986>, la presencia o ausencia de IDC
determinaba el rechazo o no del fragmento trasplantado.
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Una prueba, aunque indirecta, que parecía corroborar esta idea es que si el número de
fragmentos tratados con dGuo trasplantados en un mismo huésped, era nuy alto (y por tanto cabría
esperar que el número de DC o de sus precursores que pudiesen haber escapado al tratamiento,
fuese alto> sí se producía el rechazo (BUCKLE! y col,, 1988>. Finalmente, en otra serie de
experimentos en los que los ratones que iban a ser trasplantados con fragmentos tratados con dGuo
eran inyectados previamente con un número variable de células deidríticas purificadas de bazo, sí
se producía rechazo si el núnEro de LE era suficientemente alto. Así, la inyección de 10.000 DC
provocaba el rechazo de los fragmentos tratados con dGuo en un 75% de los casos mientras que si
la inyección era de 100.000 DC el rechazo afectaba a la totalidad de los trasplantes (BENSON y
col., 1987).
Al contrario de lo encontrado en ratón, los resultados con fragmentos timicos tratados
con dGuo y trasplantados en ratas eutíinicas en coitinaciones alogénicas son radicalemente
distintos: los fragmentos de timo de rata tratados tanto con la dosis habitualmente utilizada en
ratón (1,35rr14) como con la dosis que en rata deruestra eliminar caipletamente la proliferación de
linfocitos estialados con mitógenos 4,OxnM>, son rechazados cuando se trasplantan en ratas
eutimicas en coatinación alogénica <GBORGIOU y BELLGRAU, 1989>. En este caso, al contrario que lo
descrito en ratón, el rechazo no se produce por la eliminación de las SC, sino por la persistente
inmunogenicidad que ¡nuestra el epitelio, incluso después del período de cultivo. Así, cuando los
fragmentos cultivados con 4 ,0dl de un determinado haplotipo (RTl~> se trasplantaban en un huésped
alogénico (RTLC> que había sido timectomizado, letabnente irradiado y reconstituido con médula
ósea singénica (RTI0> sin células ‘E (“atxhn4>, no eran rechazados. A la vez, el fragmento era
colonizado por células provenientes de la médula ósea del huésped (Rr10). Si después de largos
períodos de tien~o <más de un año) se atraía este fragmento y se realizaba un segundo trasplante
en un huésped de haplotipo RTIC pero inmunoccapetente, ahora sí se producía el rechazo. En este
caso el rechazo no se había producido porque el fragmento extraído del huésped “atxbm~ tuviese DC
puesto que estas DC y el animal inmunocompetente eran de igual haplotipo (RT1C) (GEORGIOU y
BELIWAU, 1989). Por tanto los autores argumentaron que el rechazo se había debido a que el
epitelio, que sequía expresando moléculas del MHC, era fuertemente innunoqénico.
A estas diferencias entre especies hay que añadir que los efectos de la dGuo, y de otros
innunosupresores utilizados en este tipo de experimentos en los cultivos Unicos, son escasamente
conocidos, habiéndose interpretado éstos a posteriori a tenor de los resultados obtenidos una vez
que los fragmentos eran trasplantados. En realidad, la 2’-desoxiguanosina es un metabolito de la
ruta de síntesis de las purinas que se fosforila en dos pasos sucesivos a dGPP mediante una
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quinasa que tantién fosforila desoxicitidina (dCyt> mientras que el dGTP puede ser degradado a
dGuo mediante la enzima 5<-nucleotidasa. Por otro lado, la guanina puede transformarse en
quanosina o 2’-desoxiguanosina mediante la Rl? y la adenosina y 2’-desoxiadenosina pueden ser
desanimadas a hiposantina ribonucleósido mediante la ADA (COHEN y col., 1980; FAIRBAN3S y col.,
1990). Las enzimas que intervienen en estas rutas no se distribuyen por igual en diferentes
tejidos. Así, de los estudios llevados a cabo con suspensiones de linfocitos humanos, los
timocitos han demostrado ser muy sensibles a la dGuo acumulándola en su citoplasma al contrario
que linfocitos de sangre periférica o células E. Además, los timocitos son incapaces de degradar
el exceso de dGTP que consiguientemente se produce. Este exceso de dGTP, junto con la reducción
de nucleótidos trifosfato de citidina que ello ocasiona conduce a una detención de la síntesis de
ADN y a la muerte celular (BROX y col., 1984; SE’1V y col., 1985; KIZAXI y col., 1988; FAIRBAEKS y
col,, 1990).
Otros productos que han demestrado tener efectos sobre linfocitos y It son la
ciclosporina A (CeA) y el bis(tri-n-butiltln)óxido (TB!O).
La CsA parece tener un efecto selectivo y reversible sobre linfocitos ‘E colaboradores
actuando mediante la inhibición de la producción de IL-2, aunque tantién dismunuye la producción
de IF2i-qama, GH-CSF e 11-4 ¿1~IY2REN, 1989). A nivel celular induce la desaparición de tinrcitos
SP ~tR~, sin afectar aquellos que expresan el ‘Ecli gamra-6, ni los DN, DP ni el paso de DN a 1)?
<GAO y col., 1988; KOSUGI y col., 1989; MATSUHASEX y col., 1989; TAKEUCEI y col., 1990).
Histológicamente hay una desaparición de la médula tímica con la consiguiente eliminación de las
LX y linfocitos maduros (SCBUURWUI y col., 1990> y una drástica disminución en la expresión de
moléculas del MIt en el estroin, principalmente en las Itt medulares pero tmrtién en las células
epiteliales (BESCEORNER y col., 1987; SAKAG1X~5I y SAXAGUCHI, 1988; HIRAIffNE y col., 1989). Al
menos in vitro esta disminución está mediada por lEN-gamma (EALIflRM y col., 1989>.
Finalmente, el bis (tri-n-butiltin>óxido <‘EB¶W> es un conuonente selectivamente tóxico
para los tiniocitos tanto in vivo como in vitro (VOS y col., 1984>. A&mimistrado in vivo produce
atrofia tíinica, la eliminación de linfocitos de bazo y ganglios linfáticos y linfopenia en
sangre. El efecto, que es reversible <VAl~ WVEREN y col., 1991>, se debe de forma directa a la
disninución del flujo de linfocitos desde el timo a la periferia y a la muerte de linfocitos




A pesar de los numerosos datos y pruebas indirectas, michas de ellas incluidas en la
Tffl’RODUCCION de este trabajo, que sugieren un papel fundamental para los distintos componentes
del estroina en la funcionalidad tíinica, continúa sin aclararse definitivamente el verdadero papel
jugado por cada uno de ellos en los procesos de diferenciación y maduración de las células T.
Este problema se debe, en parte, a una incompleta e incorrecta caracterización de los componentes
de dicho estrona cuya heterogeneidad se confirma día a día.
De las distintas aproximaciones experimentales que, cono ya hemos comentado, existen para
abordar estos problemas nosotros hemos elegido dos que globalmente constituyen el PROPOSIiV de
este trabajo de Tesis Doctoral:
1. La obtención y caracterización de cultivos primarios de estronia tíinico de rata, con
especial hincapié en los macrófagos y células dendriticas y su relación con otras células
presentes en los cultivos, cuyo papel en los fenónonos intratíaicos es especialmente desconocido.
2. El conuortamiento que dichos cultivos, tratados o sin tratar con drogas que pueden
afectar la presencia de algunos elementos celulares en los mismos o la expresión de moléculas
consideradas importantes en los fenómenos de reconocimiento alogénico, tienen it vivo al ser
trasplantados en combinaciones singénica y alogénica en anisales eutimicos y atímicos.
Para llevar a cabo estos objetivos propuestos los protocolos experimentales que se
aplicarán serán los siguientes:
1. Caracterización fenotípica y morfológica de cultivos primarios de estroma tímico de
rata a diferentes tiempos de cultivo. Esta caracterización incluirá el estudio, con microscopio
de contraste de tases, de la evolución temporal de los cultivos, el análisis ultraestructural de
cada tipo celular y la determinación de su fenotipo en las distintas fases del mismo mediante
inmunonarcajes con anticuerpos específicos e histoquimica.
2. La caracterización morfo—fenotípica de los ¡ancrófagos y células dendríticas presentes
en los cultivos será contrastada con la observada en atoe tipos celulares cuando se aislan
directamente del timo de rata y la población enriquecida se cultivará en nEdio de cultivo
estándar o suplementado con citocinas (ril—2 o sobrenadante de cultivos de esplenocitos tratados
con Con A> que podrían jugar ni vivo un papel importante en la diferenciación intratimica.
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3. Caracterización de cultivos primarios de estrcina tinico de rata tratados con distintas
dosis de dGuo analizándose, a distintos tiempos, la presencia en ellos de células dendríticas y
la expresión de noléculas del MHC de clase II.
4. Caracterización morfológica de los fragmentos tímicos cultivados en diferentes
condiciones:
4a, Adheridos al sustrato de cultivo.
4b. Cultivados en suspension.
4c. Cultivados en medios estándar o suplementados con distintas drogas (dGuo,
CsA, TB¶O).
Esta caracterización incluirá el estudio morfológico de cortes en parafina de fragmentos
cultivados, el análisis ultraestructural de los mismos y el estudio fenotípico de sus componentes
celulares sobre secciones congeladas utilizando anticuerpos específicos.
5. Análisis a distintos tiempos del comportamiento in vivo de los fragmentos cultivados,
tratados o no con las drogas antes mencionadas, trasplantados bajo la cápsula renal de ratas
eutimicas o atimicas (“nude’), singénicas o alogémicas.
Bicho análisis incluirá, además del control del rechazo o supervivencia del tejido
trasplantado, el estudio de los caitios histológicos, ultraestructurales y femotípicos
experunentados por los fragmentos en las distintas coirtinaciones mencionadas, con especial
énfasis en el origen (huésped o donante~ de las células presentes en el fragmento.
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MATERIALES Y METODOS
1. ANIMALES DE BXPERII4ER1’ACICtL
Para la caracterización de los cultivos primarios de estrana, análisis de las células
dendríticas y macrófagos directamente aislados de timo y para el estudio de los fragmentos
cultivados adheridos al soporte de cultivo con y sin dGuo se utilizaron ratas Wistar adultas de 6
a 8 semanas de edad, nacidas y mantenidas en nuestro estabulario.
II. CULTIVOS PRIMARIOS.
Ita timos se extrajeron tras anestesiar las ratas con éter y se cortaron en pequeños
fragmentos que fueron lavados repetidamente para eliminar el mayor número posible de linfocitos,
colocándose en frascos de 25 en? durante 15 a 20 mm. sin medio para favorecer su adherencia al
plástico. Posteriormente se añadió medio BPMI-1640 (Flow Laboratories, Irvine, Ayrshire, UJ.)
suplementado con 2m14 de L-giutamina, SM de piruvato sódico, 50 U/ml de penicilina, 50 pg/xnl de
estreptomicina, y 10% de ES (Elow) desccsplanentado a 57<’C durante 30 miii. Los cultivos se
mantuvieron a 370C y 5% de CO2 y el medio se cambió dos veces por semana.
III. CARAC?ERIZACION DE WS CULTIVOS PRIMARIOS.
Los cultivos se observaron y fotografiaron diariamente con un microscopio de contraste de
fases (Nikon <1148).
lila. Caracterización fenotipica de los marcadores de superficie y citoplásmicos.
La determinación de los arcadores de superficie y citoplámnicos expresados por los
distintos tipos celulares presentes en los cultivos se realizó mediante peroxidasa de acuerdo al
siguiente protocolo: los cultivos fijados con 2126 (APENDICE 1, a continuación de MATERIM~S Y
ME’tO~S) durante 2 horas, se lavaron 15 mlii. con ES (APENDICE 1) y se incubaron con los
anticuerpos listados en la TABLA 1 durante 1 hora. La actividad peroxidasa endógena fue bloqueada
con 11202 al 0,3% en metanol durante 10 mii,. Para los anticuerpos monccionales producidos en ratón
los cultivos se incubaron a continuación con suero normal de conejo al 1% en PBS durante 30 miii.
y se lavaron durante 15 mm. con ES. Posteriormente se incubaron con Ig de conejo anti—Ig de
ratón (Dako Co., Glostrup, Dinamarca) a una dilución 1/100 en PBS durante 30 min. Para detectar
el anticuerpo policlonal anti-citogueratina se utilizó una segunda capa con Ig de cabra anti-Ig
de conejo (Sigma Co., St. Louis, 142> a 1/20 durante 30 mizi, y una tercera con Ig de conejo antí-
peroxidasa conjugadas con peroxidana (Dúo) a 1/40 durante 30 miii. la reacción final se
desarrolló con 3,3<-diaminobencidina (0>3) <APENDICE 1).
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En algunos cultivos se realizó una tinción doble con anticuerpos anti-citoqueratina y
anti-vimentina: primero se llevó a cabo la detección de citoqueratina de acuerdo con el protocolo
descrito anteriormente y la reacción final se desarrolló con DAB, produciéndose un depósito de
color marrón. A continuación el cultivo se incubé con el anticuerpo anti-viantina siguiendo
también igual protocolo al descrito previamente pero la reacción final se desarrolló con 3-amino-
9-etilcarbazol (ABC> dando lugar a un color rojo <APENDICE 1).
11113. Determinación de la proliferación celular.
la proliferación celular en el cultivo se determiné de acuerdo a su capacidad para
incorporar Erdil. Los cultivos de estroma tíjnico se incubaron con 15 pg/ml de BrdU (Sigma> en
RPMI-1640 suplementados con 10% de ~CSdurante una noche a 370C, fijándose a continuación con
etanol al 70% durante 30 mm. y tratándose con UCI 2N durante 20 mm. a temperatura ambiente. Por
último se lavaron con PBS repetidamente. Posteriormente se trataron con Triton 1-100 (Siga> al
0,5% en 228 durante 20 mm. y se lavaron de nuevo con 288. La actividad peroxidasa endógena se
inhibió con 11202 al 0,3% en metanol durante 15 mm. la BrdU fue detectada mediante
innunodetección indirecta con peroxidasa siguiendo el protocolo ya descrito, tras la utilización
de un anticuerpo ntnoclonal anti-BrdIJ (TABLA 1) que se incubé a 40C durante una noche.
¡lic. Preparación de los cultivos para microscopia óptica y electrónica.
los cultivos se fijaron en glutaraldehído al 3% en tampón cacodilato O, IR (APEIWICE lj
durante 3 horas, se lavaron en una solución de cacodilato 0,214 con sacarosa al 1% a pH 7,3
durante una hora y se posfijaron en tetróxido de osmio al 2% en tampón Millonig II <APENDICE 1) a
pE 7,3 durante 1 hora. Posteriormente se lavaron en el mist tampón Millonig II durante 30 min. y
se deshidrataron en etanol de 50% durante 30 miii., 70% (30 irán.>, 96% <30 mm.> y 100% (45 min.>.
Para la inclusión se trataron con una mezcla 1:1 de etanol 100% y Epon 812 (TAAB, Berkshire,
U.L) durante 1 hora, Epon 812 durante 1 hora a 370C y 12 horas a temperatura atiente. La
polimerización se llevó a cabo a 700C, Los cortes se obtuvieron en un ultramnicrotomo Ultracut—E
(Reichert—Jung, Wien, Austria). Para su estudio a microscopia óptica los cortes emitimos (1 pu>
se tiñeron con una solución básica de azul de toluiduna al 1%. Las secciones ultrafinas <30—50
nra) se recogieron en rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo al 2% en agua
destilada durante 1 hora y con citrato de plom <APENDICE 1) 10 mm. siendo posteriormente
observadas y fotografiadas en un microscopio electrónico JEOL-IOOB del Departamento de Biología
Celular de la Facultad de Biología de la IJ.C.M. y con un JEOL-200Fx y un ZEISS-EM-902 del Centro
de Microscopia Electrónica de la U.C.M,
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Algunos de los cultivos en los que se realizó innunohistcquíinica se procesaron para
microscopia electrónica. Tras finalizar la inmunodetección, estos cultivos se fijaron en
glutaraldehído 3% en tampón cacodilato 0, 114 y se incluyeron en Epon siguiendo el mismo protocolo
descrito anteriormente.
¡lid. Histoquinica.
Las actividades fosfatasa ácida <APE> y esterasa inespecífica <NSE) se determinaron de
acuerdo con los métodos descritos por BARBA y AEDERSON <1962> y PEARSE (1972> respectivamente. La
mezcla de revelado para la APE contenía naftil AS Rl fosfato (Sigma) en tampón veronal con
pararosanilina y nitrito sódico a pH 5,0 <APEiDICE 1). En el caso de la NSE la mezcla de revelado
contenía a-naftil acetato (Sigma) en tampón fosfato con pararosanilina y nitrito sódico a pH 6,5
<APENDICE 1). En artos casos la reacción fue controlada bajo el microscopio de contraste de
fases. Cano control negativo se utilizaron frascos control donde se omitió la presencia del
sustrato.
¡Ile. Ensayos de fagocitosis.
La capacidad de fagocitosis se midió incubando los cultivos con levaduras <Candida
albicans) inactivadas con calor (lSOtC durante 30 mira.> y teñidas con una solución al 0,5% de
rojo neutro en etanol al 96%, o con partículas de carbón (solución 1/300 de tinta china Pelilcan
17 en medio RPMI-1640 con 10% de PtS>, En axtos casos los frascos se mantuvieron a 370C durante 1
hora.
¡Uf. Contajes de células positivas presentes en los cultivos primarios para los
diferentes marcadores.
Se llevaron a cabo 50 cultivos diferentes de estroma tímico de rata y se realizaron
contajes para cada marcador en 5 frascos diferentes correspondientes siempre a cultivos
diferentes. Se contaron 50 células en cada caso.
Debido a que en ocasiones era difícil discernir silos tipos intermedios entre PTR,
macrófagos de tipo 1 y 2 y células dendríticas lo eran realmente, no fueron tenidos en cuenta en
los contajes y, por tanto, los porcentajes de células positivas son aproximados. En el caso de
darse dos valores airtos representan el porcentaje máximo y mínimo encontrados en los 5 conteos.
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lv. MSLAMIE~N) Y CABAC9?ERIZACION 1W VITRO DE MACROFMi)S Y CELULAS DENDRITICAS DE TilO DE
RATA.
El aislamiento de los macrófagos y células dendriticas se llevó a cabo a partir de
fragmentos de tinvs de ratas Wistar de 4 a 6 semanas de edad según el protocolo que se recoge en
la FIGURA 1 utilizándose entre 6 y 8 ratas por aislamiento. fas fragmentos de timo se trataron
con tripsina al 0,25% (Sigma> en RPMI-1640 suplementado con 10% de ES durante 15 miii. a 37<’C y
la suspensión celular se filtró a través de una malla de acero de 230 jim de tamaño de poro (E-C
apparatus, St. Petersburg, Pl). Posteriormente se obtuvo la fracción de células de baja densidad
por centrifugación en un gradiente de Nycodenz de 1,068g/ml <Nycomd LS., Oslo, Noruega> durante
10 mm. a 850 g. uncubéndose durante 60 miii. a 37<>C en medio RPMI-1640 con 10% FCS en placas de
Petrí de 35 un. Tras este período de incubación se eliminan los tircitos del sobrenadante por
lavado peruneciendo las células dendríticas y los macrófagos adherentes en la superficie de
cultivo. Posteriormente, los cultivos se mantuvieron durante 12horas adicionales a 370C tras las
cuales las células dendríticas se despegan de la superficie de la placa y pueden ser recogidas
del sctrenadante de cultivo <DC de día 1> mientras que los nacrófagos se mantienen adheridos.
Estos macrófagos (macrófagos de día 1) se pueden recuperar levantándolos del sustrato por
incubación con una solución de tripsuna (0,05%)-EIYI?A (0,02%) (Gibco Europe, Paisley, Escocia). En
otros casos los macrófagos se mantuvieron en cultivo comenzando a proliferar activamente a partir
de los 6 días. Entonces se vuelven mayoritariamente no adherentes y se pueden recoger fácilmente
del sobrenadante del cultivo, lo que se hizo a 6,10,20 y 30 días de cultivo.
Para la caracterización fenotípica, 200p1/porta de la suspensión de células, a una
concentración de 150.000 células/mi, se citocentrifugaron a 600 r.p.m. durante 10 miii. en una
citocentrífuga Cytospin 2 <Shandon, Chesire, U.K4.
De acuerdo con estos protocolos más del 95% de las células presentes en las
citocentrifugaciones de macrófagos de día 1 y más del 98% de las presentes en
citocentrifugaciones de nacrófagos cultivados de inés de E días estaban compuestas por nacrófagos
a juzgar por su morfología (ver apartado correspondiente de RESULTADOS) y su fuerte actividad ME
y NSE. Por otro lado, a juzgar por su morfología (ver apartado correspondiente de RESULTADOS) y
por su alta expresión de moléculas del MHC de clase II, más del 90% de las células presentes en
las citocentrifugaciones de células dendríticas de día 1 eran células dendríticas.
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IVa. Tratamiento de las células dendríticas aisladas y nacrófagos cultivados con medio
condicionado de esplenocitos activados con concanavalina A <Con A—SQl) e interleucina 2
reccetinante (rIL—2).
las células dendríticas aisladas de día 1 y los macrófagos cultivados de día 30 fueron
tratados con 50 U/ml de rIL-2 humana <Sigma) o con 25% de Con A-SO! que contenía de 120 a 150
U/ml de IL-2, durante 72 horas <la IL-2 fue medida utilizando un ensayo biológico con la línea
celular de ratón, CTLL-2, dependiente de IL-2 <cedida por el Dr. A. Silva, CSIC, Madrid).
IVa. 1 Preparación del medio Con A-SCM.
Los esplenocitos de ratas Mistar de 4-6 semanas fueron cultivados <5 millones de
células/nl) en medio RPMI-1640 con 10% FCS y 3 pg/ml de Con A (Sigma). Después de 2 días de
cultivo se recogió el sobrenadante, se centrifugó a 850 g. durante 30 mm., se filtró a través de
un filtro de 0,22 pu de poro <Millipore, Bedford, Massachussetts) y se almnacenó a -20cC.
IV),. Caracterización fenotípica de los marcadores de superficie y citoplásmicos y
actividades enzimáticas de acrófagos y células dendríticas aisladas.
La caracterización fenotípica de estas células se llevó a cabo de acuerdo con los
protocolos descritos en los apartados lila, y Ilid. sobre citocentrifugaciones de DC de día 1,
macrófagos de día 1 y macrófagos cultivados durante 6,16, 20 y 30 días.
Wc. Contajes de células positivas en los aislamientos de inacrófagos y células
dendríticas.
Se llevaron a cabo 10 aislamientos y se contó el porcentaje de células positivas,
independientemente de la intensidad de la tinción, para cada marcador y en cada período de
aislamiento en 3 citocentrifugaciones diferentes correspondientes siempre a aislamientos
diferentes. Se contaron 50 células por citocentrifugación.
Los porcentajes son aproximados debido a que, por un lado, cceno se canentó anteriormente,
el enriquecimiento de ambos tipos celulares no fue del 100% y por otro algunas pocas células
presentaban una morfología que dificilnEnte podía ser identificada claramente como perteneciente
a un macrófago o una célula dendritica.
En el caso en que se dan dos valores por marcador antos representan el porcentaje máximo
y minino encontrados en los tres conteos realizados.
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y. CUL’1IVOS DE ESTROMA TINICO ‘1~ATADOS CON 2’-DESOXIGUANOSIli <dGuo).
ms cultivos de estroma destinados a estudiar el efecto de la 2’-desoxiguanosina (dGuo,
Sigma> fueron tratados desde su inicio con dcuo 0,5mb!, 1,35mb!, 2,5mb! ó 4,0W y permanecieron con
la droga durante 2 semanas. En este caso se llevó a cabo la caracterización fenotipica de los
tipos celulares presentes en estos cultivos de igual forma a com se realizó en los cultivos
control: observación diaria con el microscopio de contraste de tases y análisis de los marcadores
citoplásmicos y de superficie. En algunos cultivos la dcuo, en cualquiera de las concentraciones
mencionadas, fue retirada al cabo de 5 días y en ellos se llevó a cabo la caracterización de los
tipos celulares tal y c«iio se ha descrito para los cultivos control.
En otra serie de experimentos se llevaron a cabo cultivos organotípicos de fragmentos de
tino de ratas )Iistar adultas. Para ello los timos de las tatas fueron cortados en pequeños
fragmentos, lavados repetidamente y colocados sobre filtros Nucleopore de 0,Spn de tamaño de poro
(Millipore Ibérica, l4adrid~ situados a su vez sobre una rejilla metálica de 6Opm de tamaño de
poro que servía de soporte del filtro. El fitro y la rejilla se situaban, a su vez, en placas
Falcon (3037> de áOmm (Becton-Dickinson, Montview, CA> que se rellenaban con medio de cultivo
control o suplenentado con dcuo 1,35mb!. El medio de cultivo era cambiado diariamente y los
cultivos se mantuvieron durante 5 días. Posteriormente, los fragmentos fueron procesados para
microscopia óptica como se describió en el apartado ¡lIc.
VI. TPASPLAflE DE WS FRNME~TI’OS ‘UNICOS CULTIVADOS ADHERIDOS AL SOPOR2B DE CULTIVO
(TARTA 2>.
Las ratas se anestesiaron con una solución de pentc6arbital sádico al 6% en etanol al 10%
siendo la dosis utilizada de 4 mq/lOOg de peso del animal. Para llevar a cabo el trasplante se
realizó una incisión dorsal quedando expuestos los dos riñones en los que se introdujeron 3 6 4
fragmentos tíinicos cultivados de 2-3 ¡u~ debajo de cada cápsula renal. En una serie de
experimentos (TABLA 2> los fragmentos de timo no cultivados de ratones 057, o cultivados durante
5 días en medio control <RPMI-1640 con 10% LOS) se trasplantaron en ratas eutímicas de las cepas
Wistar ó AO y se extrajeron a los 4,5,7,14 y 28 días; los no cultivados se trasplantaron en el
riñón izquierdo y los cultivados en el derecho. En una segunda serie de experimentos se
trasplantaron fragmentos de timos de ratas Mistar no cultivados o cultivados durante 5 días en
medio control en ratas entínilcas de las cepas Mistar ó AO en catinación alogénica y se
extrajeron a los 2,4,5,7,14,21,26,28,33 y 42 días; los no cultivados se trasplantaron en
el riñón izquierdo y los cultivados en el derecho. Por último, también se trasplantaron
fragmentos de tino de ratas Mistar cultivados durante 5 días en medio control o suplementado con
25
dcuo 1,35i*I 6 4,01*! en ratas eutínicas de las cepas Vistar 6 W en continación alogénica y se
extrajeron a los 2, 4, 5, 7, 14, 21, 26, 28, 33 y 42 días; en el riñón izquierdo se trasplantaron
fragmentos tratados con dGuo 1,351*46 4,0mb! y en el derecho fragmentos cultivados en medio
control.
Los annnales trasplantados fueron sacrificados a distintos tien~>os de supervivencia cano
se detalla en la TABLA 2 para su estudio morfológico. Para ello las áreas trasplantadas se
diseccionaron, se fijaron en parafonnaldehído al 4% en tampón fosfato 0,114 a pH 7,4 durante toda
la noche y se deshidrataron en acetona de grado creciente. Para la inclusión se trataron con una
mezcla 1:1 de acetona:glicol-netacrilato <Merck, Darmstadt, Lemnia) durante 2 horas y
posteriormente con glicol-metacrilato durante una noche. La polimerización se llevó a cabo con
una mezcla de inclusión que contenía peróxido de benzoilo en glicol-netacrilato, polietilénglicol
y N,N—dinetilanilina (APENDICE 1) a 4’t durante 4 horas y a continuación a temperatura ¿itiente
durante una noche. Además, los trasplantes de fragmentos cultivados en medio control o
suplementados con dcuo 1,351*! fueron extraídos después de 2,5 y 21 días y fueron procesados para
microscopia electrónica siguiendo el protocolo descrito en el apartado IIIc.
En una tercera serie de experimentos realizados en el Hospital Universitario de Utrecht
se realizaron trasplantes de fragwntos cultivados en suspensión en ccutinaciones singénica y
alogénica, tanto con ratas eutiniicas como con ratas atímicas (‘nude”). Las ratas atímicas,
nude’, <I1Fl’~) fueron obtenidas originalmente en el 1.IflC Laboratoxy Centre <Carshalton, U.X4. El
mutante recesivo es denominado ~¡rn~Los machos hceocigotos ¡nu/¡nu fueron cruzados con hetras
heterocigotas +/g~ y retrocruzadas con la cepa WAG/CBP <RT1~) durante 12 generaciones. los
animales fueron criados en condiciones libres de patógenos y mantenidos, después del destete, en
cabinas de flujo laminar a 250C. Se les smninistró agua y lecho autoclavados y comida irradiada.
Para realizar los trasplantes se utilizaron tini~s donantes de ratas VM +/¡nu <RTJY, coitinación
singénica) ó DA/Ola <I~Ul, coitinación elogénica) <Harlan/Olac, Zeist, Holanda).
VII. PIlEPARACION DE IflS fl~AGME!ltOS CULTIVADOS EN SUSPENSION.
Los tinos fueron obtenidos de animales de 6 a 8 semanas de edad. Después de retirar la
cápsula, el timo fue troceado en pequeños fragmentos de 2-3 ma3 y cultivados en suspensión en
medio RPMI-1640 (Gihco) con 20W de tampón HEPES y suplementado con 22mb! de bicarbonato sádico,
2rr~4 de L-glutamina, 100 U/nl de penicilina, 100 pgfnl de estreptesicina y un 5% de ltS <Gibco)
desconplenentado a 57% durante 30 mm., e incubados a 37% con 5% de CG
2. Los fragmentos se
colocaron en placas de 24 pocillos (Nunclon Delta, Gibco) y el medio fue caitiado diariamente, La
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concentración de los suplementos de cultivo fue elegida de acuerdo con experimentos previos:
1,35mb!, 2,51*1 y 4,0mb! de dGuo <Sigma)<JENKINSON y col,, 1982; BUCKLEY y col., 1988); 1,0 gg/ml,
3,0 pg/ml y 10,0 pg/nl de ciclosporina A <CsA) (Sandoz, Basel, Suiza) <K0SU~l y col., 1984; 1(061101
y col., 1989; SCHUUBMAN y col., 1990>; 0,5 ygfml, 5,0 pg/ml y 50,0 pgfml de bis(tri-n—
butiltín)óxido (TM’O> (14 & T Chemicals Inc., Vlissingen, Holanda) <v~~ y col., 1984>. Estos
componentes estuvieron presentes en el medio durante todo el periodo de cultivo que fue de
cuatro, seis u ocho días. Los fragmentos cultivados durante ocho días se trasplantaron bajo la
cápsula del riñón de ratas huésped bajo anestesia total. El número de ratas operadas siempre fue
1/3 del n~inro de ratas que se utilizaron para la preparación de los fragmentos por lo que la
cantidad de tejido trasplantado (entre 50 y 60 gg aproximadamente) en cada rata era el
equivalente a los tinos de tres donantes.
VIII. ¶fflASPLANTE DE 1125 flAGMENItS ‘UNICOS CULTIVADOS EN SUSPENSION (TABLA 3).
Se llevaron a cabo dos experimentos. El primero incluía 36 ratas WAG znn/nrn de 6 a 8
semanas de edad que fueron divididas en tres grupos de 12 animales cada uno. Un grupo fue
trasplantado con fragmentos preparados en presencia de 1,35W de dOilo, otro grupo fue
trasplantado con fragmentos preparados con 3,0 pg/ml de CsA y el tercero recibió fragmentos
preparados en medio sin ningún suplemento (control). En cada grupo, 6 animales recibieron
fragmentos singénicos y 6 recibieron fragmentos alogénicos. En cada subgrupo de 6 animales, 2
animales se sacrificaron 2 semanas después del trasplante, 2 a las 4 semanas y 2 a las 6 semanas,
El segundo experimento incluyó 36 ratas eutímicas VM +/rnu de 6 a 8 semanas de edad y se siguió
el mismo diseño que para las ratas «nude’ acepto el tiempo del sacrificio. Para animales
trasplantados con fragmentos alogénicos se sacrificaron 2 animales en cada subgrupo de & animales
una semana después del trasplante, 2 animales a las 2 semanas y 2 animales a las 3 semanas, los
huéspedes trasplantados con fragmentos singénicos fueron sacrificados después de 1 semana de
trasplante <n’2), 2 semanas (n=2), 3 semanas (n=1) y 4 semanas (n4>. Además de los animales de
los dos grupos experimentales, ratas WAG nmk.ml y 1&G +/rr.~u sirvieron como control.
IX. PREPARAC ION DE LAS MUESTRAS PARA RIS2UWGIA.
Algunos fragmentos cultivados fueron procesados para histología a los 4, 6 y 8 días de
estar en cultivo: se fijaron en formol tan~onado incluyéndose en parafina y obteniéndose a
continuación cortes de 6 a 8 gro que fueron teñidos con heinatoxilina durante ¡5 aún. y eosina
durante 1 mm.
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Por otro lado cuando los animales fueron sacrificados, el bazo, los ganglios linfáticos
mesentéricos y parte de los OIT trasplantados fueron procesados para histología siguiendo el
mismo protocolo mencionado.
X. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA INM3NOHIST~UIMICA.
Otra parte de los fragmentos fue congelada en ti2 liquido y conservada a -70”C para el
estudio inmunohistoquíinico.En este caso se fijaron cortes congelados de 6 a 8 pm en acetona a
temperatura atiente durante 10 ¡Un. lavándose a continuación con PBS Se siguió un procedimiento
con imnunoperoxidasa en tres pasos: el primero incluía el anticuerpo monoclonal (TABLA 1) que se
incubé a temperatura atiente durante 1 hora; en el segundo se incubaron Ig de conejo anti-Ig de
ratón <Dako) a una dilución 1/100 durante 30 miii. y en el tercero Ig de cerdo anti-Ig de conejo
<DaXo> a una dilución 1/100 durante 30 mm., ambos conjugados con peroxidasa.
Para los anticuerpos policlonales se usó un segundo paso con Ig de cabra anti-Ig de
conejo biotinadas (Vector) ¡/250 durante 20 miii. seguido de una incubación con ccznplejos avidina-
biotina (kit de Vector), la actividad peroxidasa fue desarrollada con DAS al igual que lo
descrito en el apartado Ilíd. En este caso la señal fue aumentada añadiendo sulfato de
niquelamonio al 2,5% durante la reacción. Los cortes fueron contrastados con rojo nuclear y los
controles negativos incluían la anisión del primer anticuerpo o sustitución por un anticuerpo
irrelevante. En esta situación no se observó Unción acepto el correspondiente a la peroxidasa
endógena presente en los granulocitos pelimorfonucleares.
XI. PREPARAC ION DE LAS MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELEO?RONICA.
Una pequeña parte del fragmento trasplantado fue fijada en glutaraldehído al 2,5% y
parafornaldehído al 2% en cacodilato 0,114, lavado en tampón cacodilato 0,214 con sacarosa al 1% a
pH 7,3, posfijada en de tetróxído de osmio al 1% en tampón cacodilato 0,114 e incluida en Epon 812
siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito. Los cortes se obtuvieron en un
ultramicrotomo Ultracut-E <Reichert-Jung> y para su estudio a microscopia óptica los cortes
senifinos <1 Pm> se tiñeron con una solución básica de azul de toluidina al 1%.
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xii. APENDICE 1. CCHPOSICION DE 105 REACTIVOS













Solución B: glutaraldehido/parafornialdehido (IOOml)
a) 4 g de parafornaldehído
90 nl de H20 a 60
0C.
b) 8 ml de glutaraldehído al 25%
Mezclar las soluciones A + E y añadir periodato de lisina en las siguientes relaciones:















destilada a pH 7,4
TAMPON MILWNIG II <lOGad):
0,2 g de NaR2PO4
1,3 g de Na2HIV4
2,8 g de Sacarosa





TAMPOH PES 1OX <1 litro):
3,56 g de NaH,204
11,92 g de Na,11P04
ajustar a pH 7,2
87,76 g de NaCí
en 11,0 destilada
MEZCLA DE REACCtO&
50 ng de DAB*
11,0, al 0,01%
en PBS a pH 7,2.
(*) Sigma
MEZCLA DE BEACCION
25 mg de AEC*
11,0, al 0,01%
en acetato sádico
(*j kit de Vector
DE LA DAR (IOOml>:
DEL MC (IOOml>:
100W&! a pH 5,2
TINCION DE lAS REJILLAS CON CITRATO DE FILMO:
Disolver 1,33 g de nitrato de plomo en 30m1 de LO destilada y hervida y 1,16 g de citrato sádico
Completar hasta SOml de LO destilada y filtrar
MEDIO DE INCUBACION PARA LA NSE:
Solución A:
2,5 mg de a-naftil acetato en 250 pl de acetona
7,5 ml de tampón fosfato O,2M
2,5 ml de 11,0 destilada
Solución B:
0,5 ml de pararosanilina al 4% en Ecl 2N
0,5 nl de nitrito sádico al 4% en 11,0 destilada
Se mezclan ambas soluciones y se ajusta a pH 6,5
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MEDIO DE INCUBACION PARA LA APR:
Solución A:
10 mg de naftil AS-BI fosfato en 1 ml de N,N—dinEtil fonriamida
5 nl de tampón veronal”
12 ml de 11,0 destilada
Solución B:
0,5 ml de pararosanilina al 4% en Ecl 2N
0,5 ml de nitrito sádico al 4% en 11,0 destilada
Se mezclan ambas soluciones y se ajusta a pH 5,0
* Tampón veronal:
9,7 g de acetato sádico
143 g de barbiturato sádico
en 500 ml de 11,0 destilada
MEZCLA DE INCWSIGN DEL METACRILA’IC:
10 ml de glicol-metacrilato
0,06 g de peróxido de benzoilo
0,25 ml de PEO 400IDDA**
** mezcla 30:1 de polietilénglicol 400/NN—dia¡Etilanilina
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RESULTADOS
1. CARAC’LBRIZACION DE 1126 CULTIVOS PRIMARIOS DE ES¶PROMA 1!IM¡CO DE RATA.
la. Establecimiento del cultivo.
El establecimiento de los cultivos primarios de estroma tínico de rata era consecuencia
de la proliferación celular de los diferentes componentes que formaban los fragmentos tíinicos que
se siembran en los frascos de cultivo. Aunque entre distintos fragmentos había variaciones tanto
en el índice de proliferación de los diferentes tipos celulares cano en su organización
histológica, el establecimiento y desarrollo de los cultivos seguía una directriz coitn que puede
definirse por la aparición secuencial de los diferentes tipos celulares que aparecerán en los
cultivos y la formación de núcleos de proliferacián definidos. Por tanto, es a partir de los
fragmentos adheridos al soporte de cultivo desde donde, a partir del segundo día de cultivo, se
podía observar el inicio de la proliferación celular (Fig. 1). A partir de estos núcleos
principales los fibroblastos empezaban a proliferar alrededor de los fragmentos. También desde el
segundo o temer día se palían observar grupos de células redondeadas, muy refringentes,
netamente mayores en tamaño que los timocitos y que proliferaban activamente. Estas células
habían sido descritas anteriormente en cultivos de estroma tímico de ratón y designadas cano
células fagocíticas del retículo tíznico {PTR) fPAPIERNIX y col., 1983), ténaino que nosotros
también utilizaremos.
Después de tres ó cuatro días de cultivo se observaron zonas separadas de los fragmentos
formadas por fibroblastos y flR que constituían núcleos de proliferación secundarios con una
capacidad proliferativa ccmparable a la de los fragmentos tlinicos originales <?ig. 2>. Mientras
el cultivo se desarrollaba se podía observar que los fibroblastos iban tornando en algunas áreas
una monocapa celular que se iba extendiendo gradual y radialmente alrededor de los fragmentos, si
bien en otras zonas del cultivo la proliferación mo era tan activa y los fibroblastos no llegaban
a formar una monocapa.
Después de la primera semana canenzaban a proliferar las células epiteliales que
generalmente constituían una nonocapa alrededor de los fragmentos (Fig. 3) pero que también
palían forinar pequeños grupos aislados, mostrando en este caso baja capacidad proliferativa.
Además, en zonas libres donde los fibroblastos no habían constituido una monocapa se observaban
nacrófagos adherentes que nunca llegaban a formar colonias bien definidas. Denominaremos a estas
células niacrófagos tipo 1 (Fig. 4) para diferenciarlas de los nacrófagos de tipo 2 que se
encontraban en zonas fibroblásticas. También después de 6-8 días los cultivos mostraban células
dendríticas tanto en zonas libres como en zonas fibroblásticas que frecuentemente aparecían
asociadas a células de aspecto linfoide f Fig. 5).
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A pesar del reiterado lavado a que son sometidos los fragnentos antes de ser cultivados,
durante las pri!eras fases del cultivo, principalmente en la primera semana, se observaban
numerosos linfocitos en el sobrenadante de los cultivos, muchos de los cuales parecían blastos.
Generalmente, después de 10-12 días la mayoría de las células linfoides que se observaban en el
cultivo presentan un aspecto picnótico y muchas de ellas habían sido fagocitadas por las PTR. Ho
obstante en algunas ocasiones era posible observar linfocitos viables hasta después de 15 días de
cultivo. En los frascos en los que la totalidad de los linfocitos había desaparecido, podía
observarse un reinicio de la proliferación linfoide después de dos semanas, aparecieido grupos de
linfocitos, entre los que había numerosos linfoblastos, en la proximidad de los fragmentos (Fig.
6).
Ib. Tipos celulares presentes en los cultivos primarios.
Ita tipos celulares observados en loe cultivos primarios de estrcaia tírnico de rata eran
fibroblastos, P¶I!R, células epiteliales, macrófagos de tipo 1 y 2 y células dendríticas. Las
características inmunctistoqutnicas de estas células están resumidas en la TABLA 4.
Ib.1 Fibroblastos.
los fibroblastos eran las primeras células que proliferaban a partir de los fragmentos ya
desde el segundo día de cultivo <Fig. 1) constituyendo un grupo celular ¡ny heterogéneo tanto por
su tamaño, variable entre 75 pin y 200 pz, como por su capacidad proliferativa. Así, se podían
distinguir fibroblastos fusiformes, alargados y con una alta capacidad proliferativa,
fibroblastos poligonales irregulares con un citoplasma muy extendido y baja capacidad
proliferativa y, por último, fibroblastos estrellados también irregulares con largas
prolongaciones citoplásmicas y que, al igual que los poligonales, mostraban una baja capacidad
proliferativa (Pig. ‘Y).
Durante las primeras fases del cultivo los fibroblastos oye proliferaban alrededor de los
fragmentos eran generabente de tipo fusiforme y, a medida que se desarrollaba el cultivo,
aparecían los fibroblastos poligonales y los estrellados. Las monccapas de fibroblastos estaban
formadas sólo por fibroblastos fusiformes y nunca por fibroblastos poligonales o estrellados.
Además, los fibroblastos se localizaban frecuentemente en asociación con núcleos de proliferación
de flR <Fig. 2) y limitando colonias de células epiteliales.
los fibroblastos eran células muy adherentes con un citoesqueleto constituido de
filamentos de vimentina que desde el núcleo irradiaban por todo el citoplasma tornando una red
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tridimensional (Fig. 7). Expresaban ligeramente moléculas del MEC de clase 1 <Fiq. 8) pero no de
clase II, ni poseían actividad fagocítica, ni actividades enzimáticas fosfatasa ácida o esterasa
inespecífica.
Ib.2 Células Epiteliales.
Las células epiteliales se podían observar generalmente después de la primera sertana de
cultivo formando colonias que proliferaban a partir de los fragmentos {Fiqs. 3,9). Dentro de la
colonia (FIGURA 11) se podían distinguir células con diferente morfología que mostraban distinto
grado de proliferación y adherencia y variaban en la expresión de diferentes marcadores. El área
central de la colonia estaba ocupada por células poligonales (Fig.II,1), adherentes, con un
tamaño entre 40 pta y 100 pm, con nucléolos patentes y en muchas ocasiones binucleadas y que
crecían en estrecho contacto unas con otras forzando una arnocapa epitelial pavinentosa (Fig.
10>. Por el contrario, en las zonas de la periferia de la colonia la morfología, adherencia y
grado de proliferación eran más variables quizás debido a la presencia de fibroblastos que
limitaban el crecimiento de la colonia, En estas zonas donde los fibroblastos fusiformes
limitaban el crecimiento de las células epiteliales éstas presentaban la misma morfología
poligonal que aquellas situadas en el centro de la colonia, pero a medida que transcurría el
tieupo de cultivo algunas de las células epiteliales más periféricas podían presentar un aspecto
degenerado (Figs.II,2 y 10).
En las zonas no limitadas por fibroblastos había áreas donde las células epiteliales
presentaban una morfología poligonal <Fig. 11,3), eran adherentes y mostraban un bajo índice de
proliferación (Fig. U), mientras que en otras las células aparecían redondeadas o alargadas
(Fig. 11$), refringentes, semiadherentes, con un tamaño menor al descrito para las anteriores
variable entre 20 pm y 40 pat y con gran capacidad proliferativa fFig. 12>. Estas últimas se iban
haciendo adherentes y adquirían una morfología poligonal a medida que transcurria el tiuo.
Estas zonas (Fig. 11,5) también podían observarse ocasionalmente en el interior de las colonias
(Fig. 13). Dentro de las colonias de células epiteliales no se distinguían otros tipos celulares
excepto algunos 1 ibroblastos dispersos, de forma que no se observaron en ningún momento
interacciones en el cultivo entre células epiteliales y linfoides <Figs. 10, 11).
Las células epiteliales poseían un citoesqueleto constituido por filamentos de queratina
(Fig. 14> que se organizaba de manera distinta dependiendo de la morfología de la célula: en las
células adherentes poligonales se disponían de tonta radial desde el núcleo hacia la periferia de
la célula, mientras que en las redondeadas se concentraban alrededor de la zona nuclear.
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Independienteiwnte de la morfología que presentara la célula, la tinción con el anticuerpo anti-
citoqueratina era variable, de forma que se observaban células intensa, mediana y débilmente
teñidas. Cuando la colonia de células epiteliales era todavía incipiente y estaba constituida por
pocas células, algunas de ellas de morfología redondeada, semiadherentes y de tamaño pequeño
(entre 10 ¡mi y 20 pi» la tinción con anti-citoqueratina era fuerte.
La expresión de moléculas del NEC de clase 1 de las células epiteliales era alta
independientemente de su morfología <Fig. 9> y la expresión de moléculas del NEC de clase II era
variable dependiendo del grado de adherencia y la actividad proliferativa de las células: en las
células poligonales y adherentes era baja, mientras que en las redondeadas semiadherentes
situadas en las áreas de proliferación es más intensa <Fig. 12).
Las células epiteliales no mostraban capacidad fagocitica ni actividad fosfatasa ácida o
esterasa inespecífica.
Ib.3 PTR.
Las P’fl~ eran células redondeadas, ¡ny refringentes cuando se observaban bajo microscopia
de contraste de fases, con un tamaño cawrendido entre 15 pi> y 20 pta de diámetro (Figs. l( 2,6)
que poseían un núcleo redondeado u ovalado y un citoplasma ocupado por numerosas vesículas y
fagoscinas de desarrollo variable. El citoesgueleto de las PTR estaba constituido por filamentos
intermedios de vfrnntina dispuestos radiabnente desde el centro celular. Estas células expresaban
fuertemente moléculas del NEC de clase 1 (Fig. 8> y, en la primera semana de cultivo, alrededor
de un 50% de ellas expresaban tatién moléculas del NEC de clase II (E’ig. 15). Este porcentaje
disminuía a medida que transcurría el tiempo de cultivo y tras 4 semanas el núnero de flR MEO
clase II era inferior a un 10% (Fig. 16>. El estudio de los cultivos incluidos en Epon reveló
que la tinción para moléculas del MHO de clase II no estaba restringido a la natrana plasmática
de las ?l’R sino que tantién se localizaba en vesículas intracitoplásmicas (Fiq. 17>.
Aproximadamente un 50% de las FI!R se teñían tanto superficial como intracitoplásmicanente
con los anticuerpos EBI y ED2 (Figs. 18,19). Entre un 30% y un 50% apresaban además la cadena a
del receptor de LL-2 (IL-2Ea> reconocida por el anticuerpo monoclonal OX-39 (Efining y col., 1989>
(Fig. 20>, y entre un 50% y un 70% se teñían con el anticuerpo OX-42 (Fig. 21).
En los ensayos de fagocitosis se observó, aunque no se realizó un análisis cuantitativo,
que la cantidad de material fagocitado dependía del grado de adherencia que mostraban las ?1’R. El
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número de partículas de carbón (Fig. 22> y de levaduras fagocitadas (Fiq. 23> era mayor en las
P’ffi pequeñas redondeadas no adherentes que en las semiadherentes. ¡demás todas las flR nostraban
actividad fosfatasa ácida (Eig. 24) y esterasa inespecífica, aunque estas enzimas presentan una
distribución diferente: mientras que la esterasa inespecífica se localizaba tanto en membrana
como en vesículas citoplásmicas (Fig. 25), la fostatasa ácida aparecía exclusivamente en
vesículas citoplásinicas (Fig. 24).
Estas células no eran adherentes y proliferaban rápidamente desde los primeros días de
cultivo (Fig. 26) localizándose, inicialante, en grupos cercanos a los fragmentos llegando a
constituir grandes colonias asociadas con fibrd,lastos. A medida que el cultivo se desarrollaba,
podían establecer colonias independientes de los fragmentos tímicos originales. En este caso
sien~re estaban asociadas a fibroblastos: desde algunos 1ibroblastos poligonales o estrellados
dispersos hasta monocapas de fibroblastos fusiformes. En la primera semana de cultivo, durante la
cual se producía una importante proliferación linfoide, se podían observar asociaciones entre PTR
y linfocitos (Fig. 27>. Las ?DR que formaban estos complejos eran siempre redondeadas y con un
tamaño homogéneo entre 15 ja y 20 pm. El número de linfocitos que se asociaban a ellas variaba
pudiendo alcanzar hasta 20 por flR.
Como ya se ccanentó anteriormente la proliferación linfoide disminuía a medida que
transcurría el tiempo de cultivo a la vez que aumentaba progresivamente el número de células
linfoides muertas. Estas eran fagocitadas activamente por las PrE en cuyo citoplasma aparecían
numerosos linfocitos (Fig. 25). La mayoría de estos linfocitos presentaba aspecto picnótico si
bien, en ocasiones y en bajo número, también se observaron linfocitos vivos. En esta situación,
dado el número de células fagocitadas, así cano la cantidad de faqolisosanas presentes en su
citoplasma, las FW podían alcanzar un tamaño de 15-90 ¡m.
En este mismo sentido las flR podían presentar durante las primeras fases de cultivo una
morfología distinta a la descrita al comienzo de este apartado debido a la fagocitosis masiva de
células linfoides muertas. Por otra parte, en cualquier fase del cultivo una pequeña proporción
de ellas se adhería a la superficie del cultivo aunque tras 9—15 dIna proliferaban de nuevo
rápidamente recobrando la mayor parte de ellas su morfología característica, es decir, células no
adherentes, redondeadas con escasos fagolisosomas y un tamaño entre l5~nn y 20pzn <Fig. 21.
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lb.4 Macrófagos tipo 1.
Definims estas células como los nacrófagos adherentes que se podían observar a partir de
los 4—5 días de cultivo en áreas libres de fibroblastos (Fiqa. 4, 24). Mostraban una forma
irregular con un citoplasma muy extendido, un tamaño de entre 50 pm y 140 ¡ant y numerosas
vesículas citoplásmicas y gránulos perinucleares (Fig. 28). ms macrófagos tipo 1 no formaban
colonias sino que aparecían dispersos sd~re la superficie del cultivo entre células
fibroblásticas y, en algunos casos, en las fases iniciales del cultivo donde hay numerosos
linfocitos, podían establecer contactos de superficie con ellos.
Su citoesqueleto estaba organizado por filamentos de vimentina que se disponían
radialinente desde el núcleo hasta la periferia (Fig. 7>. Estas células expresaban moléculas del
MHO de clase 1 (Fig. 28> pero generalmente no de clase II. No obstante, en algunas ocasiones
podía verse una tincián citoplásmica para estas moléculas asociado siempre con vesículas
citoplásmicas.
Al igual que las PTR, aproximadamente un 50% de los macrófagos de tipo 1, presentaban una
tinción en la membrana y en vesículas citoplásmicas con los anticuerpos BOl y E02 (Fig. 29), pero
no expresaban ni la cadena a del receptor de IL’.2 (IL-2Ra> ni se tiñeron con el anticuerpo 0X-42.
Además tenían una baja actividad fosfatasa ácida y esterasa inespecífica (Fig. 24> por lo que
exhibían una baja capacidad faqocítica.
Ib.5 Macrófagos tipo 2.
Denominamos así & macrófagos adherentes situados en áreas previamente colonizadas por
fibroblastos que podían observarse en los cultivos a partir de los 5-8 días. Mostraban forma
irregular con numerosas vesículas y gránulos citoplásmicos, y un tamaño entre 50 pm y 140 jan
(Fig. 30). los macrófagos tipo 2 no formaban tampoco colonias sino que aparecían dispersos sobre
la monocapa de fibroblastos sin establecer contactos con linfocitos.
Poseían un citoesqueleto formado por filamentos de vimentina, expresaban moléculas del
MHO de clase 1 pero, generalmente, no expresaban MHO de clase II (Fig. 15> si bien en algunas
células podía apreciarse tinción en vesículas citoplásnicas. Al igual que las ME y los
macrófagos tipo 1 aproximadamente el 50% de los uiacrófagos de tipo 2 eran positivos para los
anticuerpos BOl y E02 (Fig. 30), tanto en la antrana como en vesículas citoplásmicas, no
expresaban lL-2Ra ni se tiñeron con el anticuerpo 0X-42 y mostraban una baja actividad enzimática
fosfatan ácida y esterasa inespecífica.
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En los cultivos se ~servaroncélulas cuyas características morfológicas y fenotípicas
indicaban una condición interudia entre ?~R y macrófagos de tipo 1. <Fig. 31) y de tipo 2 (E’ig.
32> lo que sugiere que estas últimas células podrían provenir de flR que tras adherirse al
sustrato perderían la expresión de ciertos marcadores cano MHO de clase II, IL—2Ra y OX—42
reduciéndose además su capacidad proliferativa y su actividad enzimática tanto para fosfatan
ácida cano para esterasa inespecífica y, por consiquiente, su capacidad fagocítica.
Ib.6 Células dendríticas.
Las células dendríticas aparecían después de la primera semana de cultivo tanto en zonas
de fibroblastos como en áreas libres, caracterizándose por tener prolongaciones citoplásmicas
largas y estrechas y un tamaño variable entre 40 ¡ni y 200 gui (Eig. 5>. Estas células tenían un
núcleo situado excéntricamente, generalmente con indentaciones características y pequeños
gránulos perinucleares (Fig. 17>. Las células dendriticas interaccionaban con linfocitos
estableciendo complejos celulares en los que el número de linfocitos podía ser incluso superior a
20 por complejo. Algunos de estos linfocitos presentes en los complejos expresaban moléculas del
NEC de clase II en su membrana <Fig. ~>~
Las células dendríticas no reaccionaban con el anticuerpo anti-citcqueratina ni con el
anticuerpo monoclonal anti-vimentina, Mostraban de forma característica una alta expresión de
moléculas del NEC de clase 1 y II (Fig. 5> pero no expresaban IL-2fla ni OX-42, eran negativas
para BUí y E02 y mostraban una débil actividad enziniática tanto para fosfatasa ácida cano para
esterasa inespecífica, restringida a la zona perinuclear.
Pese a que estas características sugerían que no poseían actividad fagocítica, en algunas
imágenes células de aspecto dendrítico con una alta expresión de MHO de clase II mostraban en su
citoplasma material fagocitado (k’ig. 33>.
Ic. Ultraestructura de los tipos celulares.
El análisis ultraestructural conf irmó la presencia de los tipos celulares ya descritos
que aparecen en los cultivos primarios de estrana tinico de rata, fibroblastos, células
epiteliales, flR, macrófagos y células dendríticas. Además, como ya hemos mencionado
repetidamente los cultivos contenían también células linfoides de diferentes tamaños cuya
ultraestructura era absolutamente igual a la observada in situ en el timo (Fig. 34).
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Las células epiteliales tendían a formar grupos en los cultivos, unidas mediante
desmosomas y presentando una forma poligonal con prolongaciones más o anos aplanadas donde se
observaban haces de filamentos. En su citoplama también aparecían cisternas de retículo
endoplásnd.co rugoso (RER>, cuerpos nultivesiculares e inclusiones de naturaleza lipídica (Fig.
34>
I~s típicos fibroblastos de forma alargada, densos a los electrones y con cisternas
dilatadas de RER aparecían en áreas donde abundaban las fibras de colágena (Fig. 35).
Las denominadas Pfl (Figs. 36, 37) eran células redondeadas, polarizadas, con nunurosas
vellosidades cortas proyectadas desde la superficie celular, que mostraban actividad esterasa
inespecífica (Fiq. 36> pero que no expresaban, al menos en un 56% de la población, moléculas del
NEC de clase II (Fig. 37>. Lo más llamativo de estas células eran los componentes membranosos de
su citoplasma consistentes de numerosos cuerpos densos, gotas lipidicas de densidad electrónica
variable, figuras de mielina y pequeños gránulos densos <Fig. 36) y grandes vacuolas vacias (Fig.
31>, que por un lado demostraban la capacidad fagocitica de estas células y, por otro, el alto
nivel de recambio de su membrana.
los macrófagos que también mostraban una fuerte actividad esterasa inespecífica asociada
a la nmbrana plasmática presentaban igualn2nte abundantes restos degenerados en su citoplasma,
incluyendo células completas (Fig. 38).
la extrema irregularidad de sus prolongaciones celulares y la fuerte expresi6n de
moléculas del MHO de clase II caracterizaban la ultraestructura de las células dendríticas
presentes en los cultivos (Fig. ~ Además, un núcleo irregular con poca cromatina condensada,
algunas vesículas claras y pequeños gránulos densos a los electrones definían este tipo celular a
nivel ultraestructural (}‘ig. 39>.
íd. Evolución temporal de los cultivas.
Conc señalamos anteriormente, el establecimiento de los cultivos primarios de estrana a
partir de los fragmentos tímicos originales implica la aparición secuencial de los distintos
tipos celulares que los constituyen. Además hemos observado que cada una de estas poblaciones
celulares tiene características diferenciales en lo que se refiere a su organización estructural,
a su relación con otras poblaciones y a su capacidad proliferativa. Atendiendo a todas estas
propiedades hemos observado que a lo largo del tiempo la evolución de los cultivos determina unas
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fases de desarrollo caracterizadas por procesos definidos (FIGURA III>: una primera fase desde el
inicio del cultivo hasta el día 4, una segunda entre los días 5 y O y una tercera entre los días
9 y 15. A continuación describimos las características de los cultivos en cada ucanento lo que
permite definir cada una de sus fases de desarrollo.
0-4 días de cultivo (FIGURA lila):
* rápido desarrollo de los fibroblastos a partir de los fragmentos cultivados que
constituyen los núcleos primarios de proliferación de linfocitos entre los que se distinguen
numerosos blastos, en la proximidad de los fragmentos fFig. 1).
* proliferación de ?PR no adherentes en asociación con fibroblastos (Figs. 1,2,24>. los
linfocitos degenerados son activamente fagocitados por las PTR <Fig. 25).
* aparición de los macrófagos tipo 1 en áreas libres de fibroblastos (Fi9. 28>.
5-8 días de cultivo (FIGURA ¡lIb>:
* proliferación de las células epiteliales que fornan colonias delimitadas en parte por
fibroblastos (Figs. 3,9,10, II, 12>.
* incremento en la proliferación de los fibroblastos que ocupan gran parte de la
superficie del cultivo.
* disminución de la proliferacián linfoide que se manifiesta por la ausencia de
linfoblastos a la vez que se observan un gran número de linfocitos muertos.
* activa proliferación de PTR.
* aparición de los macrófagos de tipo 2 en áreas de fibrcbiastos (Fig. 30).
* aparición de células dendríticas tanto en zonas libres como sobre monocapas de
fibroblastos (Fig. 5).
9-15 días de cultivo (FIGURA lib>:
* incruento en la proliferación de las células epiteliales (?ig. 14).
* reinicio de la proliferación linfoide que se manifiesta por la aparición de núcleos
celulares proliferativos con numerosos linfoblastos (Fig. 6>.
* proliferación de PTR que forman colonias en relación con fibroblastos, constituyendo
núcleos de proliferación secundarios (Fig. 2).
Por último señalaremos que en cultivos que m2ntuvisos durante largos períodos de tiempo
<1 mes o más) se daban dos situaciones diferentes: mientras que en algunos casos las células del
cultivo acababan presentando un aspecto degenerado y necrótico que refleja una interrupción de la
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proliferación celular, en otros se observaba una proliferación continuada de las ?ffi siempre en
asociación con 1ibroblastos. En este último caso el resto del cultivo lo formaban células
fibroblásticas entre las que se podían cbservar macrófagos tipo 1 y 2.
II. OABWFERIZACION flLY~LBO DE l4A~R0FAG0S Y cHUlLAS DENDRITICAS TIMICAS.
ita, Macrófagos.
Después de su aislamiento (día 1> los inacrófagos mostraban una forma redondeada, un
núcleo ovalado y pequeñas vesículas citoplásmicas además de algunos fagolisosomas de mayor tamaño
(Fiq. 40>.
Después de 6 días de cultivo los macr6fagos empezaban a proliferar activamente y la
mayoría de ellos se volvían no adherentes, Estos macrófagos cultivados presentaban las misas
características morfológicas que las descritas anteriormente para los macrófagos aislados de día
1 con un mayor desarrollo de las vesículas citoplásmicas e iguales características a las
descritas para las flE de los cultivos primarios.
El análisis fenotípico de los nacrófagos se llevó a cabo después de su aislamiento (día
1) y entre los E y 30 días de cultivo (TABLA 5 y FIGURA IV). ¡os macrófagos de día 1 expresaban
moléculas del NEC de clase 1 y II, Thy-l, CD4, la molécula detectada por 01-44, eran positivas
para el anticuerpo OX-42 (Fig. 41), en su mayoría eran EDV (Fig. 42) pero sólo aproximadamente
el 50% expresaban 3132. Además poseían actividad enzisática APB y uSE pero no exhibían actividad
peroxidasa. Por otro lado no expresaban la cadena a del IL-2R ni el antígeno de activación
detectado por el anticuerpo monoclonal 01-48.
Mientras que la expresión de algunos marcadores como MMC de clase 1, IL-2R, CW, la
molécula detectada por 0X-44, Huí y ED2 no sufrían importantes variaciones cuando se mantienen
los macr5fagos en cultivo (TABLA 5 y FIGURA IV>,la expresión de moléculas del NEC de clase II y
Thy-1 disminuía progresivamente (de un 50-60% a día 1 hasta un 10-20% a día 30), y al contrario,
se pr~ncía un aumento del número de células positivas para 0X-42 (de un 60-70% a un 100%) y para
OX-48 (de un 0% a un 100%>,
En la TABLA 6 por otro lado se nuestra el efecto del tratamiento de los cultivos de
macrófagos de día 30 con IL-? recccdnnante (rIL-2> y medio condicionado de esplenocitos
cultivados con Con A (Con A-SC?!). El tratamiento con rIL-2 pralucía un aumento del número de
células positivas para moléculas del MHC de clase II (Figs. 43, 44) e inducía la expresión del
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IL-2R de manera que el número de células OX-39’ pasaba de un 0% a un 80-100% (Fig. 45), pero no
afectaba a la expresión de Thy-1. Por otra parte, el tratamiento con Con A-SC?! inducia también un
aumento del número de células que expresaban tanto moléculas del MMC de clase II cuno Thy-1 y, en
nenor medida, IL-2R (Figs. 46, 47).
lib. Células dendríticas.
Las células dendríticas aisladas de día 1 presentaban una morfología estrellada con
largas y delgadas prolongaciones citoplásnicas, un núcleo indentado situado excéntricamente y
pequeños gránulos citoplásinicos perinucleares (Fig. 48). A diferencia de los macrófagos, las
células dendríticas no proliferaban en cultivo y terminaban muriendo después de 5 ó 7 días.
El análisis fenotípico de las células dendríticas (TABLA 7) se realizó después de su
aislamiento (día 1) y demostró que estas células expresaban moléculas del NEC de clase 1 y II
(Fig. 49>, Thy-1 (Fig. 50), OX-42, OK-44 y OX-48. Por otro lado poseían una actividad enzimática
APE y NSB débil restringida al área perinuclear, eran negativas para los antkuerpos EDí y E02 y
no expresaban IL~-2R. El tratamiento de las células dendríticas aisladas (día 1) con rIL-2 y Con
A-SC?! durante 48 horas no produjo variaciones en la tinción con OX-42 ni indujo la expresión de
la cadena a del IL-2R.
III. CARACffRIZACICff DE ¡OS CULTIVOS PRIMARIOS DE ESTROS TINICO TREYADC6 CON
DESOXIGUANOSINA (dCuo).
Al igual que comentábamos para los cultivos primarios de estroma que se prepararon en
medio control (RPNI-1640 con 10% de ~CS>,en los cultivos tratados con <¡<izo se apreciaron
variaciones entre distintos fragmentos que afectaron tanto a la proliferación de los diferentes
tipos celulares como a la organización de los propios fragmentos pero también se observaron
algunos patrones de desarrollo conunes. Así, durante las primeras fases del cultivo (hasta 5
días> siempre fue posible distinguir, con cualquiera de las concentraciones utilizadas (1,OrM,
1,3SrrM, 2,5mM y 4,0r14>, la presencia de todos los tipos celulares descritos en los cultivos
control aunque el desarrollo de los mismos fue considerablemente menor. El área ocupada por la
monccapa de células era micho más pequeña que la ocupada, en iguales períodos de tiempo, por los
cultivos control. Un hecho común, en cualquier caso, fue la presencia de un elevado número de
linfocitos picnóticos, incluso después de 2 63 días de cultivo.
Dentro de esta cierta variabilidad encontrada lo que resultó evidente es que la
proliferación celular era nenor en los tratados con 2, SÉ de dcuo que la de los tratados con
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1,OEM ó 1,35ir14; además, en los tratados con 4,OnM la monocapa apenas se había desarrollado
alrededor de los fragmentos incluso una semana después de iniciado el cultivo. Por último, no
observamos grandes diferencias entre los tratados con 1,Ort4 ó l,3SmM de dGuo.
En los cultivos en los que la droga fue retirada a los 5 días se observó un inicio de la
proliferación de todos los tipos celulares. Esta proliferación fue baja para ?l’R, macrófagos y
células epiteliales y especialmente alta en fibroblastos que terminaban por colonizar toda la
superficie del cultivo 4 6 5 días después de ser retirada la dGuo.
Lo más destacado en los cultivos que permanecieron con la droga durante todo el período
de estudio (2 semanas) era que, pese a que se observaron PTR, macrófagos y células epiteliales
generalmente cercanas a los fragmentos, las células que más activamente se desarrollaron fueron
los fibroblastos. Las ??R formaron en algunas zonas pequeños núcleos de proliferación en relación
con fibroblastos y, cano en los cultivos control, también se observaron macrófagos tipo 1 y 2,
Las células epiteliales formaron colonias pequeñas a partir de los fragmentos siewre rodeadas
por 1ibroblastos.
En los primeros 5 días de cultivo en presencia de la droga siempre se observaron células
pequeñas, redondeadas que mostraban una alta expresión de moléculas del NEC de clase II f?ig.
SI>. Menás, en cultivos en los que la droga estuvo presente más de una semana aparecían células
con una morfología típicamente dendrítica similares a las descritas en los cultivos control. Por
otro lado no observamos que las características fenotípicas de las células de los cultivos
tratados variasen respecto a las ya descritas de los cultivos control (Figs. 52, ~~>•
IV. 143RFOWGIA DE ¡OS FRAGMEMVS CULTIVAIYDS.
Como ya se nencionó en el apartado de MIxTERIA2S Y NE¶~DDS la técnica de cultivo
utilizada para preparar los fragmentos en los trasplantes con ratas alogénicas en nuestro
laboratorio fue diferente a la que usamos para los trasplantes con ratas «nude” y eutímicas en el
Hospital Universitario de Utrecht y por ello consideramos oportuno describir por separado aritos
tipos de fragnentos. Además, en el caso de los fragmentos cultivados durante 5 días adheridos al
frasco de cultivo tratados con dGuo, sólo describiremos los cultivados con 1,35mb! ya que fueron
éstos los que se utilizaron para realizar posteriormente los trasplantes.
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IVa. Morfología de los fragmentos control y tratados con 1 ,35n24 de dGuo, cultivados
durante 5 días adheridos al frasco de cultivo.
Pese a la variabilidad en el contenido celular que se encontró entre los fragmentos
estudiados era posible definir un patrón morfológico que no difería notoriamente entre los
cultivados en medio control y los cultivados con I,35rU de dGuo.
En general los fragmentos cultivados en medio control presentaban un contenido celular
básicamente ccepuesto por fibroblastos y algunos nacrófagos dispuestos entre masas de colágeno y
poca cantidad de epitelio (Fig. 54). Por el contrarío, los tratados con 1,35w?! de dGuo contenían
un mayor nfrro de células epiteliales que se situaban en el borde del fragmento <Figs. 55).
Estas eran aplanadas, fuertemente queratinizadas en algunas ocasiones y rodeaban parcialnente al
fragmento pudiendo disponerse formando capas o incluso en algunas zonas en estructuras
concéntricas donde las células estaban muy empaquetadas. En algunas zonas el epitelio limitante
del fragmento se proyectan hacia el interior del nismo mediante células epiteliales alargadas e
irregulares <Fig. 56).
El único aspecto en que autos tipos de fragmentos variaron ostensiblemente era en la
masiva muerte celular encontrada en los fragmentos cultivados con dGuo principalmente debida a
linfocitos <Figs. 55, 56>. En michas ocasiones se observaron zonas limitadas completamente por
células epiteliales que contenían numerosos linfocitos picnóticos pero también células no
linfoides grandes con citoplasma claro, con núcleo ovalado y que no presentaban un aspecto
pienótico ffig. 56~.
Por último comentarnos que en algunas áreas se observaron células de aspecto
macrofágico con gran cantidad de material fagocitado que recordaban morfológicamente a las flR
observadas en los cultivos (Fig. 56>. En estas mismas zonas se observaron blastos y células de
aspecto linfoide no picnóticas. También encontramos, ocasionalmente, células grandes irregulares,
con citoplasma pálido y excéntrico que recordaban a células interdigitantes (XX>. Dichas células
aparecían tanto alrededor de los fragmentos (Fig. 57> conc en el interior (Fig. 58> y lo mismo en
los fragn~ntos control (Fiq. 57) como en los cultivados con dGuo <Fiq. 58). Por último,
ocasionalmente aparecían células aisladas de aspecto monocítico en los bordes de los fragmentos
(Fig, 59> o en el interior del fragmento en contacto con otras células de aspecto epitelial o
interdigitante (Fig. 60>.
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La microscopia electrónica confinnó, en términos generales, la orqanización de los
fragmentos ya observada a microscopia óptica no apreciándose diferencias significativas entre los
fragmentos control y aquellos tratados con dcuo, salvo la mayor nuierte celular observada en estos
últimos y respecto al predaninio, en ambos casos, del componente epitelial. Sin embargo, no se
pudo confirmar desde el punto de vista ultraestructural la existencia de células interdigitantes
sugerida por algunas imágenes obtenidas a microscopia óptica. Describiremos consiguientemente
ambos resultados juntos.
La parte más externa de los fragmentos estaba cubierta por varias capas de células
epiteliales aplanadas (Figs. 61, 62) asociadas más o menos íntimamente entre sí por desmosomas
incipientes (Eig. 63>. Estas células parecían hallarse en distintos estadios de maduración, si
bien siempre se trataba de elenEntos inetabélicamente muy activos con grandes nucléolos, densidad
electrónica alta o moderada y abundantes orgánulos citoplásmicos entre los que destacaban
numeroso perfiles de retículo endoplásinico rugoso (RER> que frecuentemente aparecían con las
cisternas dilatadas mostrando un contenido moderadamente denso a los electrones y gránulos
redondeados, grandes y muy densos (Fige. 61, 62>. Mitocondrias pequeñas, vesículas de
pinocitosis, algunas vacuolas o restos membranosos degenerados y abundantes polirribosonias
completaban la ultraestructura de estas células (Figs. 61, 62>.
En algunas zonas de la periferia de los fragmentos las células epiteliales aparecían
igualmente asociadas entre si y mantenían las características descritas de células activas con
elevada densidad electrónica, gránulos citoplásnicos densos a los electrones y cisternas
dilatadas de HEE, si bien aquí mostraban fornas irregulares con atunerosas prolongaciones y, a
veces, abundantes restos fagocitados en su citoplasma (Fig. 64). Por último, en la proximidad de
las capas periféricas epiteliales que limitaban los fragmentos aparecían elementos libres más o
menos irregulares que, si bien en algunos casos podrían representar células fagocíticas (Fig. 65>
cono habíamos apuntado a microscopia óptica, en otros casos podrían ser células epiteliales
(Figs. 66, 67>, que establecían incipientes contactos con las células próximas (Fig. 66> y
mostraban ciertas características primitivas, tales cono abundantes nitocondrias, un aparato de
Golqi bien desarrollado y masas de filamentos citoplásinicos (Fig. 67. Algunas de estas células
se observaron en división (Fig. 68>.
Rl interior de los fragmentos estaba ocupado por restos de linfocitos y otros tipos
celulares (Fiqs. 69, 10> que eran especialmente abundantes en los fragmentos tratados con dQ¡o
(E’ig. 70) donde los restos de cromatina llegaban a fusionarse en grandes masas (Fiq. 71>, Además,
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se observaban grandes células epiteliales con aspecto aparentenente degeneradas, con el
citoplasma fragnEntado en numerosas vesículas membranosas y ocupado por abundante glucágeno y
grandes gránulos redondeados con un contenido de densidad electr6nica media <Fig. 12). Tales
células mantenían, no obstante, fragmentos dilatados de RER <Figs. 72, 13>, gránulos densos a los
electrones y tonofilamentos (Fig, ‘14), como las células que hemos descrito en las periferia de
los fragmentos y algunas de cuyas prolongaciones se localizan en la parte central entre estos
elementos degenerados (Ng. 73>. Por último, también aparecían en el interior macrófagos
similares a los descritos alrededor de los fragmentos, cargados de restos fagocitados (Fig. 75).
¡Vb. M~rfoloqía de los fragmentos control y tratados con dGuo, ciclosporina A (CsA) o
bis(tri-n-butiltín>óxido (TBTO), cultivados en suspensión.
Después de 4 ó 6 días de cultivo en mohos de los fragmentos todavía se observaban
grandes áreas llenas de linfocitos, la mayoría con aspecto picnótico y algunas zonas
diferenciadas de epitelio (Ng. 76). En algunos era posible distinguir áreas que recordaban las
características que in situ presentan la corteza y médula tímica (Ng. 77>. También era posible
observar áreas de células epiteliales, con núcleos grandes y ovales, así cano células grandes con
vesículas y linfocitos fagocitados en su citoplasma.
Después de 8 días de cultivo los fragmentos consistían principalmente de una matriz de
colágeno, en el que se distinguían nunerosas células epiteliales dispuestas tanto en grupos
compactos cano rodeando parcial o totalmente el fragmento (Ng. 78). En ocasiones se observaron
grupos de células de aspecto linfoide y en estos casos la mayoría de ellas presentaba un aspecto
pienótico (Ng. 79). También se distinguían restos de vasos sanguíneos y células endoteliales.
?lo encontramos notorias diferencias morfológicas, en los días mencionados, entre los
fragmentos cultivados en medio control o con 1,3Sit! de dOno o 3,0 pq/ml de OsA (Fiqe. 80, 81,
82>, Por el contrario, tanto en los fragmentos cultivados en presencia de 4, OmM de dOno como los
cultivados con 10 gg/ml de CsA mostraban áreas ruy pequeñas de células epiteliales y numerosas
zonas con abundantes linfocitos picnóticos (Ng. 83>. Además, en todas las concentraciones
utilizadas de T321) la mayoría de los fragmentos presentaban células con núcleos pionóticos (Ng.
84) y únicamente en algunos de los tratados con la dosis menor (0,5 pq/rd) se observaron pequeñas
áreas con células epiteliales.
Conf irmams la presencia de células epiteliales tanto en los fragmentos control como en
los tratados utilizando anticuerpos dirigidos contra queratina (Figs. 85, 86, 87), contra células
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epiteliales corticales en rata (llis-38fl (Figs. 88, 89, 913) y contra células epiteliales
subcapsulares y medulares en rata (His-39) (Figs. 91, 92, 93). El número de células teñidas con
His-39 fue menor que las teñidas con queratina y llis-38 tiñó incluso menor número de células que
el anticuerpo anti-citoqueratina y HJ.s-39.
!Paitién se confinnó la presencia de macrófagos mediante los anticuerpos EDL (Figs. 94,
95, 96) y ED2 fFigs. 97, 98, 99). Debido a que los fragmentos cultivados son un tejido niy poco
compacto, la arquitectura de los mismos se ve muy alterada cuando se realizan los cortes en
congelación afectándose igualmente la morfología de las células. Por tanto para algunos de los
marcadores utilizados era difícil asignar un claro patrón de distribución; este es el caso de la
expresión de moléculas del MEO de clase 1 (01-18> (Figs. 100, 101, 102) y 11 (ER-13) (Figs. 103,
104,105 lo cual no pennitió asegurar que los patrones encontrados en los fragmentos fuesen
equivalente a los que estos anticuerpos dan in situ en el timo normal de rata. Sin embargo, la
expresión en algunas zonas de moléculas de EC de clase II era mayor que la correspondiente a
células teñidas para queratina más El) fFigs. 104, 105) sugiriendo la posibilidad de que en los
fragmentos existían células dendríticas como ya apuntébamos en el análisis histológico de los
fragmentos cultivados adheridos al frasco de cultivo. Los datos inuinohistoquimicos d~tenidos
fueron similares para los fragmentos cultivados en ¡medio control, y para aquellos cultivados con
1,3SinM de dauo o con 3,0 pg/ml de OsA.
y. CAR¡CTERISTICAS DE [JiSFRAQ(ENIOS, CULTIVAIflS DURAPI’E 5 OlAS AflBERI~S AL SOPORTE DE
CULTIVO, TRASPLANTAWS EN RATAS EUI’IMEAS AIIX~E&ICAS.
Cuando los trasplantes fueron diseccionados dentro de las 2 primeras semanas, siempre fue
posible localizar macroscópicamente el área donde se había realizado el trasplante. Sin embargo,
a las 3 semanas fue muy difícil su localización y después de 1 mes o más apenas se distinguja la
zona donde se había realizado la incisión.
Para tener una idea inicial de cuál era la histología y el comportamiento de los
trasplantes bajo la cápsula del riñón realizamos una serie de experimentos en los que cultivamos
fragmentos de timo de rata y ratón adheridos al frasco de cultivo, y los trasplantamos en ratas
eutínicas de las cepas ¡listar y AO. Asimismo, realizamos trasplantes con fragmentos de timo no
cultivados de rata y ratón trasplantados en ratas de las mismas cepas (ver ‘¡‘AflIJA 2 y el apartado
Vide MATERIALES Y MEItD3S>.
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Va. fragmentos de timo cultivados y no cultivados de ratón trasplantados en rata.
Va.1 Trasplante de fragmentos no cultivados.
A los 4 días del trasplante los fragmentos no cultivados de ratón de la cepa C57
presentaban un aspecto fibroso con grupos de linfocitos situados preferentemente en el borde
entre injerto y riñón pero también en todo el tejido trasplantado. Muchas de las células que se
distinguían en este tipo de trasplantes tenían aspecto fibroblástico (Eig. 106). En ninglin caso
se observó una organización histológica similar a la del timo. A los 7 días la parte más externa
del injerto presentaba un aspecto fibroso y todavía se distinguían áreas con linfocitos y
macréfagos en zonas más profurdas. A las 2 semanas el área del trasplante era muy pequeña
conparada con la que se trasplantó y el tejido contenía mayoritariamente células linfoides y
nacrófagos además de numerosos vasos sanguíneos de gran calibre. Por último cabe señalar que en
cualquiera de los casos nunca se distinguieron los injertos después de 3 o más semanas.
Va .2 Trasplante de fragmentos cultivados.
El tejido cultivado de ratón, trasplantado en rata, presentaba un aspecto u¡y diferente
al del tejido no cultivado. Mientras que éste apenas era distinguible a los 4 días y casi
inapreciable al cabo de una o dos semanas, los trasplantes de tejido cultivado en medio control
mostraban un aspecto muy abultado en la primera semana después del trasplante; la histología de
los trasplantes después de 4 días mostró que el tejido conjuntivo, células fibroblásticas y,
sobre todo, linfocitos eran mucho más abundantes que en el tejido fresco (Fig. 107).
En cualquiera de los casos, al cabo de un mes el tejido de ratón cultivado trasplantado
apenas era visible macroscópica e histológicamente se observó la desaparición del injerto. La
mayor parte del implante en este mcmnento consistía de una matriz de colágeno con fibroblastos y
algunos, aunque pocos en n~mro, vasos sanguíneos. Igualmente todavía era posible distinguir
grupos de linfocitos y macrófagos infiltrados en el tejido <Fig. 108),
Vb. fragmentos de timo cultivados y no cultivados de rata trasplantados en rata,
Vb.1 Trasplantes de fragmentos no cultivados.
Al igual que lo descrito para el caso del timo no cultivado de ratón, los fragmentos de
timo no cultivado de rata trasplantados bajo la cápsula renal extraídos a los 4 días consistían
de un tejido fibroso en el que se pedían distinguir numerosos linfocitos, nacrófagos y vasos
sanguíneos y, en algunos casos, grupos empactos de células epiteliales que mostraban cierto
grado de queratinización (Fig. 109).
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Vb. 2 Trasplante de fragmentos cultivados.
En los experimentos en los que trasplantamos fragmentos cultivados en medio control en un
riñón y tratados con dGuo 1,35¡t4 en el otro, analizamos la morfología de los fragmentos a
microscopia óptica después de 2,5, 21 y 45 días después del trasplante y a microscopia
electrónica a 2, 5 y 21 días. En antos casos, los fragmentos presentaban en general un aspecto
muy similar, por lo que se describirán conjuntanente en el texto.
Vb.2.l Dos y cinco días después del trasplante.
A los 2 días del trasplante se pedían distinguir en los fragmentos control, especialmente
en el borde entre los túbulos renales y el tejido trasplantado, masas con~actas de células que
recordaban un parénquima timico, es decir, numerosos linfocitos situados entre células no
linfoides grandes, redondeadas con prolongaciones citqilásmicas y aspecto epitelial (Ng. 110>.
En el caso de los fragmentos tratados con dOno el grado de organización era menor y el trasplante
consistía de un estruta laxo de células epiteliales con abundantes zonas vacías (Fig. 111). En
ambos casos la zona intexmedia situada entre el borde descrito anteriormente y la cápsula renal
contenía abundantes fibroblastos, macrófagos y vasos sanguíneos (Hg. 112). A los 5 días se
pedían distinguir en el tejido trasplantado tres zonas bien diferenciadas (Figs. 113, 114): en la
parte más externa del injerto se observaban varias capas de células epiteliales y fibroblastos
aplanadas que se extendían por la mayoría del área ocupada por el trasplante. Una zona interadia
formada mayoritariamente por un tejido conectivo laxo (Figs. 113, 114> con abundante material
extracelular en el que se observaron linfocitos dispersos, numerosos vasos sanguíneos algunos de
los cuales tenían gran calibre, y en el que la mayoría de las células eran alargadas bipolares
con características típicas de fibrctlastos (Figa. 115, 116). No obstante, algunas de las células
que se encontraban en esta zona eran de tamaño grande, tenían un ni)cleo oval con un nucléolo
patente recordando las características que presentan las células epiteliales. En la parte más
interna, cercana a los túbulos renales, se podía observar un tejido canpacto formado por
numerosos linfocitos y células no linfoides (Figs. 113, 114). Entre éstas se podían observar
algunas de posible naturaleza epitelial de tamaño grande con el núcleo claro, crunatina
condensada en un ribete perinuclear y un nucléolo patente (Ng. 11?> y otras, también de tamaño
grande, que poseían un citoplasma claro con núcleo dentado que podían corresponder a células
interdigitantes (Hg. 118). En este período no observamos diferencias ni en los tipos celulares
ni en la organización morfológica de estas tres áreas entre ratas trasplantadas con fragmentos
control o tratados con dOno (Conparar las Eigs. 113, 115, 117, sin dOno y las Fige. 114, 116,
118, con dOno).
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Como ya describíamos a microscopia óptica la evolución de los fragmentos trasplantados
fué semejante tanto en los fragmentos control como en los tratados con dcuo, si bien, en los
primeros la reorganización histológica del epitelio timico fué más rápida que en los segundos.
Así, 2 días después del trasplante, en los fragmentos control, podíamos distinguir en la zona más
externa del fragmento, la más alejada de los túbulos renales, elementos epiteliales muy
primitivos. Por el contrario, en la zona más interna, la más cercana a los túbulos renales, ya
existía un estroma epitelial conpacto donde se podían distinguir distintos tipos de células
epiteliales. Hay que señalar, no obstante, que cano ya mencionamos en el estudio histológico, la
variabilidad entre fragmentos era grande y en algunos injertos predaninaban los elementos
epiteliales primitivos mientras que en otros ya se manifestaba cierta heterogeneidad estructural
consecuencia de la naduración de los mismos.
Dos días después del trasplante bajo la cápsula renal los fragmentos control se
organizaban en su parte más externa en capas de células aplanadas epiteliales de aspecto
primitivo entre masas de colágena, Estas células eran poco densas a los electrones con núcleos
más o menos irregulares que mostraban escasa cromatina condensada y abundantes ribosomas libres
en el citoplasma (Fig. 119>. Junto a ellos se observaban algunas ¡nitocondrias y, en algunos
casos, fragmentos de retículo endoplásniico y pequeños gránulos alargados o redondeados con un
contenido denso a los electrones. En estas células era difícil observar tonofilanentos
citoplásmicos y sólo se establecían incipientes contactos superficiales entre unas células y
otras.
Por debajo de esta capa superficial, los elementos epiteliales se disponían de una manera
mucho más laxa (Fig. 120) en una región donde se observaban granuiccitos heterófilos y había una
clara neoformación vascular. Las células epiteliales mantenían las características descritas pero
ahora mostraban forma redondeada y en su superficie aparecían numerosos pliegues con los que
interaccionaban con las células próximas (Fi; 126>. En esta zona, se observaban, a veces,
células con el RER muy desarrollado con cisternas dilatadas y grandes gránulos redondeados densos
a los electrones, que recordaban a las observadas en los fragmentos cultivados antes de ser
trasplantados (Fig. 121).
Finalmente en la parte más profunda del injerto, en la proximidad de los títulos rendes,
los elementos epiteliales tíniicos constituían un estroma nicho más coirpacto donde ya se apreciaba
cierta heterogeneidad estructural (Hg. 122>. Así, junto a elementos alargados con RER dilatado y
gránulos densos a los electrones, cano los ya descritos, aparecían nun&osas células muy poco
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densas a los electrones cuyos orgánulos citoplásmicos tendían a disponerse en la proximidad al
núcleo, dejando libre el citoplasma periférico (Hg. 123). Estas células, que en algunos aspectos
recuerdan a las células interdigitantes tímicas in situ en el parénquima tímico, mostraban
desmosomas que confirmaban su naturaleza epitelial además de una población de orgánulos
citoplásinicos donde predominaban ribosanas dispersos, ¡nitocondrias alargadas, aparato de Golgi
bien desarrollado, algunos tonofilamentos, vesículas lisas y pequeños gránulos (Figs. 123, 124).
En otros casos el predominio correspondía a cisternas alargadas de RER (Hg. 124) y,
generalmente, la densidad electrónica aumentaba ligeramente <Fig. 123). Posiblemente estas dos
células correspondan al mismo tipo celular en diferentes estados de activación.
Entre la masa de células epiteliales electrolúcidas aparecían, a veces, elementos
irregulares uy densos a los electrones (Figs. 125, 125) que mostraban cisternas irregulares y
muy dilatadas de RER y abundantes polirribosomas. Estas células aparecían frecuentemente
asociadas a la ltnina basal de los títulos renales o a las paredes vasculares (Figs. 125, 126) y
recordaban estructuralmente a las denominadas células barrera descritas in situ en el ti»» y los
órganos linfoides periféricos de rata y ratón (WEISS, 1991>.
A los 5 días de ser trasplantados los fragmentos control se habían convertido en una masa
epitelial conpacta entre las que se podían distinguir linfocitos medianos y grandes <Hg. 127).
Las células epiteliales aparecían densas a los electrones, alargadas o con largas prolongaciones
citoplásinicas (Eígs. 127, 128> y algunas de ellas desarrollaban quistes intracitoplásmicos <Fig.
129). Continuaban observándose algunas células barrera <Hg. 130) y, excepoionabnente, aparecían
células cuya ultraestructura recordaba a la de las IDC, especialmente por los numerosos
plegamientos que mostraba su membrana plasmática con los que contactaba con las células próximas,
y por el desarrollo de vesículas de REL (Hg. 131). Aunque en estas células no se observaron
microfilamentos ni desnosomas, tampocos identificamos gránulos de Bizbeck y, por tanto, no
podemos descartar que se trate realmente de células epiteliales. Por últim también observamos
entre las células epiteliales, células fagocíticas con abundantes restos en su citoplasma (Fig.
132>.
Como ya señalábamos, el desarrollo de los fragmentos tratados con dOno, tras su
trasplante in vivo bajo la cápsula renal, fué más lento que el caso de los fragmentos control. A
los dos días, el fragmento consistía de células muy primitivas con núcleos voluminosos que
contenían escasa cromatina condensada y nucléolos grandes. En el citoplasma apenas se
identificaban orgánulos membranosos y predominaban los ribosomas libres y algunos grandes uy
52
electrodensos (Hg. 133>. En algunas células más diferenciadas ya se observaban coftos fragmentos
de HER, algunos haces de inicrofilamntos e incipientes desmosomas que conectaban unas células con
otras (Fig. 134>. Aunque era frecuente observar estas células en división (Hg. 134) los espacios
intercelulares eran mucho mayores que en el caso de los fragmentos control y aquí no se
observaron células epiteliales organizadas en capas periféricas. En la zona más profunda del
fragmento, en la proximidad de los tiibulos renales, se observaron algunas células más
diferenciadas, densas a los electrones, con abundantes mitocondrias, un Golgí muy desatollado y
algunos gránulos pequeffos, similares a las observadas en los fragmentos control, aunque
permanecen los grandes espacios extracelulares llenos de fibras conectivas y sustancia
fundamental <Hg. 135>.
A los 5 días, ya se podía observar taitién aqui, capas periféricas de células epiteliales
aplanadas <Fig. 136>, como habíamos observado, a los dos días, en los fragmentos control. También
ahora se observaron en la zona intermedia, donde abundan los vasos sanguíneos, células
epiteliales redondeadas (Hg. 137) con cortas prolongaciones celulares que establecen incipientes
uniones desmosómicas entre sí <Fig. 138). En el interior de los vasos sanguíneos se observaban,
por otra parte, células de aspecto monocítico con prolongaciones irregulares, una abundante
población granular y algunos polirribosoinas (Hg. 139> .En las zonas más próximas a los túfrios
renales ya se habla constituido masas de células epiteliales, algunas de ellas pálidas y de
aspecto primitivo, y algunas células con pequeños gránulos citoplásmicos <Hg. 140>, pero también
elementos más diferenciados con largos perfiles de flR, un Golgi bien organizado y numerosas
mitocondrias (Hg. 141). También en esta zona era frecuente encontrar células epiteliales en
división <Hg. 142> y ocasionalmente se observaron grupos de células epiteliales que constituían
estructuras muy similares a los corpúsculos de Hassall del parénquima tíinico (Hg. 143). En estas
áreas las células estaban íntimamente unidas entre sí mediante numerosas interdigitaciones de la
membrana plasmática y desmosoinas bien desarrollados (Figs. 143, 144]. Algunas células de la pared
del corpúsculo aparecían en división sugiriendo que se trataba de una estructura en fonación
(Hg. 144> y, tanto entre las células como en la luz del corpúsculo, había depósitos amorfos
densos a los electrones (Hg. 145). Por último, como en los fragmentos control, había células
barrera íntimamente asociadas a las paredes de los vasos sanguíneos (Hg. 146).
Vb.2.2 Tres, cuatro y seis semanas después del trasplante.
Tres semanas después del trasplante no fue posible diferenciar la organización
morfológica descrita en días anteriores ni en las ratas trasplantadas con fragmentos control
<Fig. 147) ni en las que recibieron fragmentos tratados con dGuo <Fig. 148) de manera que en
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artos casos el camonente epitelial habla desaparecido por completo. El área del trasplante se
Imitaba, macroscópicamente, a una superficie de nenas de medio milímetro cuadrado y a
microscopia óptica se observaba la presencia de un tejido fibroso infiltrado por algunos
linfocitos y unos pocos capilares sanguíneos.
Como ya se había observado a microscopia óptica, en los estadios siguientes analizados el
aspecto de los fragmentos trasplantados cambió radicalmente tanto en los fragmentos control cano
en los tratados con dGuo. El estudio ultraestructural a loe 21 días confmt la desaparición de
las masas epiteliales quedando solamente grupos de células linfoides entre las que se distinguían
tanto linfoblastos cano linfocitos de tamaño medio y pequeños linfocitos densos a los electrones
(Figs. 149, 150). En estas áreas aparecían asimismo macrófagos cargados de numerosos restos
celulares (Hg. 151> y, ocasionalmente, se observaron algunas células plasmáticas maduras
repletas de BR con cisternas dilatadas (Hg. 152).
La situación no varió después de cuatro semanas (Fig. 153> y después de seis semanas en
muchos casos no fue posible localizar la zona del trasplante, distinguiéndose sólo en algunos una
pequeñísima zona que a microscopia óptica presentaba similares características a las descritas a
tres y cuatro semanas pero que ocupaba una superficie menor, no encontrándose además diferencias
entre trasplantes control y tratados con dGuo (Fig. 154>. Tanto después de tres como de cuatro y
seis semanas el tejido trasplantado había desaparecido y los títulos renales ocupaban sus restos.
En algunos experimentos en los que trasplantamos fragmentos control y tratados con dGuo
4,0ir14 (TABlA 2> observamos que después de una semana, en ambas situaciones, los injertos
presentaban ya un aspecto degenerado ocupando un área muy reducida y estaban 1onnados casi
exclusivamente por linfocitos y tejido conectivo (Hg. 155). Después de un mes no se encontraron
restos de los fragmentos trasplantados.
Finalmente comentaremos que, aunque el nIErO de trasplantes llevados a cabo en ratas de
la cepa PO fue menor que los realizados en ratas de la cepa Wistar, no observamos diferencias
entre ambas cepas.
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VI. CAIUCTERISTICAS DE LOS FRAQ<EMVS CUISIVAlLS DURAN’J!E 8 tillAS EN SUSPENSION,
PRASPWl’rA¡Ls EN RATAS ‘NUDV Y EU’1’DQCAS EN CCiBINACIONES SINGENICA Y ALOGENICA.
Vía. Ratas tude>
En todos los casos acepto en uno los fragmentos trasplantados fueron localizados
macroscópicamente con independencia del tienyo pasado desde que se realizó el trasplante. El
estudio histológico de los fragmentos demostró que entre el injerto y el tejido renal siempre
había un límite claro, es decir, no se encontró tejido trasplantado en las zonas más externas del
riñón. A lo largo del período de estudio (5 semanas) se convrobó que los fragmentos recuperaban
la citoarquitectura que presentan los lóbulos tímnicos en una rata normal con una clara distinción
entre áreas corticales y medulares. ~s semanas después del trasplante los fragmentos consistían
en una matriz de colágeno, en la que, generailiEnte, no se observaron linfccitos, y en la que se
podían distinguir células epiteliales formando bandas o grupos caupactos que no mostraban una
determinada distribución dentro del trasplante (Figs. 156, 157,158>. Nuevamente no se observaron
diferencias sustanciales entre los fragmentos controles y los tratados tanto con d&io cano con
CsA.
A las 4 semanas la histología fue similar en cuanto al tejido conjuntivo y las células
epiteliales pero, además, se podían distinguir una masiva colonización linfoide dispuestos en las
zonas ocupadas por células epiteliales <Figs. 159, 160, 161>. Además, el tejido conectivo que
rodeaba las zonas de células epiteliales apenan contenía linfocitos.
A las 6 semanas del trasplante la histología de las zonas pobladas de linfocitos
mostraban una clara distinción corteza-médula y con una distribución similar a la que se piede
observar en el timo normal de rata (Figs. 162, 163, 164). Estos lóbulos estaban separados por
zonas de tejido conjuntivo que podían ocupar una extensión variable y que siervre contenían
linfocitos.
No encontrarnos diferencias sustanciales en la histología de los trasplantes entre ratas
trasplantadas con fragmentos cultivados en iredio control o tratados con 1,35m14 de dGuo o 3,Opg/ml
de CsA,
El análisis inmunohistoquinico utilizando el anticuerpo policlonal antí-citoqusratina
confinnó la naturaleza epitelial de las bandas de tejido que aparecían entre las masas de
colágeno 2 y 4 semanas después del trasplante (Fig. 165>. Estas células también expresaban
moléculas del HUC de clase II del haplotipo donante (?iqs. 166, 167). El patrón de tinción para
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His-39 fue completamente similar al de queratina (Figs. 168, 169) y sólo unas pocas células en
las bandas se tifteron intensauronte con Eis-38 siendo la tinción del resto débil <Hg. 170>.
Las áreas de células epiteliales en trasplantes de 4 semanas empezaban a mostrar, además
del patrón descrito anteriormente, un patrón reticular para queratina (Figa. 111, 112) y para MaC
de clase II (Figs. 173, 174, 175), similar a los que se observan in situ para estos anticuerpos
en la corteza de los lóbulos del timo normal de rata. En los trasplantes estudiados después de 6
semanas, los patrones de queratina <Hg. 116) y moléculas de MHO clase II (Hg. 171) se asemejan
ya a los que se observan in situ en la corteza y médula timicas, es decir, un patrón reticular en
las áreas corticales y células grandes, irregulares en las medulares.
El patr6n de expresión in sítu de citoqueratina en la zona subcapsular de un tino de rata
normal (continuo formando una banda compacta) sólo se observó en algunos de los lóbulos del
trasplante mientras que en la mayoría el borde más externo no presentaba un limite continuo. En
este caso el patrón reticular de queratina de las zonas corticales externas estaba en contacto
directo con las zonas de tejido conjuntivo que rodeababa los lóbulos epiteliales <Fig. 178).
El patrón de tinción para Ris-39 en trasplantes de 6 semanas (Figs. 179, 180, 181)
tantién fue similar al detectado en tin, normal: células epiteliales subcapsulares de la corteza
y células de forma estrellada, poligonal u ovalada con grandes proyecciones citoplásinicas en la
médula. Por el contrario, el n~5mro de células positivas para Eis-38, que en zonas corticales de
timo normal de rata tille células epiteliales con un patrón reticular, fue nuy bajo (Fige. 182,
183).
La naturaleza de los linfocitos presentes en los fragmentos tínticos trasplantados fue
analizada en las distintas cortinaciones estudiadas a 4 semanas jFigs. 184, 185, 186, 181, 188) y
6 semanas (Figs. 189, 190, 191, 192) después del trasplante utilizándose anticuerpos moncclonales
anti-CDS (Figa. 185, 189>, onti-¶tR a~ (Figa. 185, 190), anti-CDS (Figs. 187, ~ y anti—C04
(Figs. 138, 192>.
A las 6 semanas la expresión de 005 y TcR a13 era débil en las zonas corticales y fuerte
en las medulares {Figs. 189, 190>, adentras que a 4 semanas se observaron células con distinta
intensidad de tinción para artos marcadores <Figs. 185, 186>. Con respecto a los marcadores 0DB
(células OX-8~> y 004 (células ER24), aparecían células positivas para artos marcadores en las
zonas corticales a 6 semanas (Figs. 191, 192> y en la zona epitelial colonizada a 4 semanas
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<Figa. 181, 188>. Además, en las áreas medulares de los fragmentos trasplantados a 6 semanas
aparecían células ER-2 positivas intensamente teñidas <Fig. 192) y, en menor número, células OX-8
positivas <Fig. 191) con un patrón de tinción similar al que se observa in situ para estos dos
marcadores.
A las 2 semanas del trasplante los macrófagos ED1~ y ED2~ tiñeron células en el tejido
conectivo que rodeaba las bandas de células epiteliales pero nunca dentro de ellas (Fig. 193). A
las 6 semanas, por el contario, la distribución de los macrófagos era igual a la que se observa
in situ en un timo de rata normal: células ED1~ tanto en la corteza cario en la médula (Figs. 194,
195, 196) mientras que los ED2 se localizaban exclusivamente en corteza (Fig. 191).
Nuevamente no encontramos grandes diferencias en la tinción de los marcadores ccmentados
entre ratas trasplantadas con fragmentos control o tratado con dGuo o CsA.
Para analizar la procedencia de las células presentes en los trasplantes utilizamos
anticuerpos que distinguían el haplotipo del huésped y el del donante. El anticuerpo monoclonal
F11-23-2 reconoce moléculas del NEC de clase II de los haplotipos atFl, RT1” y RTI’ siendo RTl
el haplotipo de las ratas DA donantes. A las 2 semanas el anticuerpo F17-23-2 tiñó las células
epiteliales dispuestas en grupos compactos en el tejido trasplantado y después de 4 y 6 semanas
aparecía un patr6n reticular típico in situ del componente epitelial en la corteza tfmica <Fig.
177).
El anticuerpo 0X-3 reconcoce moléculas del NEC de clase II de los haplotipos RT1U y En’
siendo RT1~ el haplotipo presente en las ratas WAG huéspedes. A las 2 semanas se observaban
algunas células positivas para el anticuerpo OX-3 que rodeaban las bandas de tejido epitelial y,
ocasionalmente, dentro de las bandas de células epiteliales (Fig. 198>. Tajtién a las 4 semanas
esta tinción específica del huésped se observaba en zonas epiteliales colonizadas por linfocitos
y a las 6 semanas la distribución del marcador coincidía básicaunte con las zonas de médula
observada en los fragmentos trasplantados (Fig. 199). Además existía tinción de células aisladas
en las zonas corticales que presentaban un patrón muy similar al ya descrito para acráfagos EDl~
y ED2~ en estas mismas zonas.
Respecto a las moléculas del NEC de clase 1, el anticuerpo 119-F4-Bl, que reconoce
moléculas del haplotipo del huésped (RT1U>, teñía los elementos del tejido conectivo del
fragmento trasplantado así cano todas las células linfoides que lo invadían pero no las bandas
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epiteliales (E’ig. 200>. Estas células sí se tiñeron, sin eirtargo, con el anticuerpo OX-IB que
reconoce un determinate monanórfico en las riviléculas del NEC de clase 1 (Pig. 201).
Al igual que lo ya comentado para la histología y para el fenotipo de los linfocitos no
encontramos llamativas diferencias entre ratas trasplantadas con fragmentos que fueron cultivados
en medo control o tratados con dGuo o CsA.
VIb. Histología del bazo y ganglios linfáticos de las ratas ~nude~•trasplantadas.
Después de 2 y 4 semanas de realizados los trasplantes, las vainas linfoides
periarteriolares <PALS) del bazo (Figs. 202, 203) y el paracortex en los ganglios linfáticos
(Fiqs. 204,205> de las ratas ~nude”trasplantadas estaban aun completamente vacías de linfocitos
y sólo se pudieron observar algunos linfocitos dispersos en estas áreas después de 6 semanas
(Pigs. 206,207). Además, en algunos casos se observaron centros germinales en los ganglios
linfáticos a las 6 semanas.
Cow en el caso de los fragmentos ya ccaentado no habla variaciones importantes en el
ccuportamiento descrito entre ratas trasplantadas con fragmentos cultivados en medio control o
cultivados con dGuo o OsA ni entre ratas trasplantadas con fragmentos alogémicos o singénicos.
Wc. Ratas eutímicas.
Wc. 1 Coxrbinación singénica.
En fragmentos extraídos 1,2 y 3 semanas después del trasplante se podían distinguir
bandas de células epiteliales <Figs. 208, 209, 210>, similares a las descritas en los trasplantes
en ratas ‘nude’, junto a una masiva presencia de células linfoides y una cantidad de tejido
conectivo ny superior al encontrado en las ratas ~nude”(Págs. 211, 212, 213, 214). Si bien el
número de linfocitos en todo el trasplante era muy grande taitién podían observarse linfocitos
dentro de las bandas de células epiteliales.
El número de linfocitos aumentó, en general, en todo el área del trasplante, pero taitién
en áreas de células epiteliales, 2,3 y 4 semanas después del trasplante siendo abundantes en
grandes vasos situados en el borde entre el riñón y el trasplante <Fig. 215). Este desarrollo de
los vasos fue menor a las 2 semanas y estuvo casi ausente 1 semana después del trasplante (Fig.
216>. Paitién en el tejido conjuntivo se observaban macrófagos BOL y E02 positivos durante todo
el período de estudio (Figs. 217, 218>.
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Sólamente después de 4 semanas se comenzó a observar que las células epiteliales,
detectadas con el anticuerpo anti-citoqueratina (Wiq. 219), adquirían el mismo aspecto reticular
que el descrito para las ratas ‘nude” a las 4 semanas del trasplante. Igualmente, la distribución
de células linfoides dentro de las bandas de células epiteliales y la expresión de moléculas del
MHO de clase 1 y II eran similares a lo observado en las ratas ‘nude”.
Al igual que en los animales atíinícos no encontramos diferencias entre ratas
trasplantadas con fragmentos cultivados en medio control o tratados con dQio o OsA.
VIc.2 Combinación alogénica.
Una semana después del trasplante los fragmentos trasplantados en combinación alogénica
presentaban, inacroscópicamnte, un aspecto abultado netamente mayor que lo observado en el caso
de las ratas atixnicas. Había numerosos linfocitos que infiltraban el tejido 1 semana después del
trasplante (Fig. 220> y en muchas zonas era posible distinguir ahudantes células necróticas
(Fig. 221). Los linfocitos se situaban por todo el trasplante pero especialmente en las cercanías
entre el injerto y el riñón presentando esta zona un aspecto totalmente similar al encontrado en
los trasplantes que realizamos en la situación equivalente con fragmentos cultivados adheridos al
soporte de cultivo. Esta situación se encontró, además, independientemente de si se trataba de
fragmentos control (Fig. 222> o tratados con dGuo (Fig. 223) o OeA <Fig. 224). En la parte más
externa había un tejido fibroso donde abundaban macrófagos y linfocitos con formación de grandes
vasos sanguíneos <Fig. 225). Al contrario de los trasplantes en los animales atimicos y eutímicos
en ccstinación singénica, el borde entre el tejido renal y el trasplante no era siempre claro y
se observaban infiltrados linfoides entre los túbulos renales (Fig. 226). Si bien a nivel
histológico no fue fácil la identificación de las bandas de células epiteliales descritas en el
caso de los trasplantes en las ratas «nudet y en las autimicas en combinación singénica,
inmunohístoquimicamente se detectaron células positivas para citoqueratina (Pigs. 221,228, 229)
y para moléculas del NEC de clase II del haplotipo donante (Figs. 230, 231> principabi~nte en la
parte más externa del trasplante. No obstante, la tinción parecía profundamente alterada en
conparación a lo observado con ratas atíinicas o en las ratas eutímicas en combinación singénica.
Más cerca del tejido renal habla pequeños núcleos de células epiteliales que se teñían también
con los anticuerpos OX-lS, ER-IS y F17-23-2 pero nunca observamos una tinción positiva para estos
anticuerpos monoclonales en el borde entre tejido renal y trasplante. En la proximidad de las
células epiteliales también fue posible distinguir células picnóticas. La mayoría de los
linfocitos que infiltraban el trasplante se tiñeron con alta intensidad con R73, OX-19, ER-2 y
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OX-8 (Figs. 232, 233, 234, 235). Además en toda la superficie del trasplante fue posible
distinguir numerosos granulccitos eosinófilos y macrófagos EDL y ff02 positivos (219. 236>.
las trasplantes analizados a las 2 semanas mostraron talavía restos de los acúmulos de
tejido próximos a los túbulos renales, una considerable infiltración linfoide y una mayor
presencia de tejido conectivo con aumento considerable de las masas de colágeno (Flgs. 237, 238,
239>. Por el contrario, era niy difícil observar bandas de células epiteliales (Fig. 240>.
Paztién continuaban existiendo en el tejido conectivo numerosos eosinófilos y inacrófagos
(Fig. 241).
Después de 3 semanas la mayoría del tejido consistía exclusivamente de una matriz
conectiva coi¶uuesta de células fibroblásticas y nasas de colágeno (Fige. 242, 243> donde no se
observaron células positivas para queratina o para el anticuerpo FI1-23-2. El número de
linfocitos se había reducido considerablemente concentrándose en los bordes entre el tejido renal
y el fragmento trasplantado (Fi; 244>. Como en anteriores ocasiones no encontramos grandes
diferencias significativas en el con~ortamineto entre ratas trasplantadas con fra~nentos
cultivados en medio o tratados con dGuo o CaL
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DISCUSION
El prin~r objetivo de este trabajo fue desarrollar y caracterizar cultivos primarios de
estroma tímico de rata, siguiendo la metodología descrita en ratón por PAPIERNIK y &ABABRA
(1981>. El interés de este primer objetivo se basaba en las amierosas discrepancias existentes en
la literatura acerca de los tipos celulares presentes en estos cultivos, su forma de evolución
temporal, características fenotípicas y la posible relación que liga estas células entre sí en el
cultivo y con los elementos estronáticos caracterizados in situ en el timo. En este sentido, los
tipos celulares encontrados son, en nuestro caso, igmales a los descritos en ratón (PAPIEEIUK y
col., 1983> y rey recientemente en cultivos de estrona de rata (COLIC y col., 1991>, esto es,
1 ibroblastos, células epiteliales, mnacrófaqos y una población heterogénea de células Ni (células
fagocíticas del retículo tíjnico, denominadas así por PAPIERNIX y col.,1983>. Nosotros, además,
describimos la presencia de células dendríticas que, en el caso de los trabajos comentados en
ratón, se consideraban equivalentes a las Ni.
Aunque cualitativamente los tipos celulares presentes en nuestros cultivos son
básicamente los mismos que los descritos in situ en el timo de mamíferos (DUIJVESTIJH y HOBFSI4IT,
1981; VAR m9LYK, 1984; NABARRA y ARDRIMARISON, 1987; COLIC y col,, 1989a; oaic y col., 1990;
NABAflA y ANDRIANARISQN, 1991> hay discrepancias, no obstante, entre los diferentes resultados
respecto a qué tipo celular es predominante in vitro y si ese predominio está relacionado con la
edad del cultivo. Así, en cultivos de estroma tSÉico de rata se ha descrito tanto un desarrollo
casi exclusivo de células epiteliales (UVE, 1979; MA¶~UDA y col,, 1985> como un desarrollo
preferente de inacr6fagos (COLIO y col., 1991>. Asimismo, en el caso del rat6n se ha descrito
tanto una proliferación predominante de células epiteliales <I~R, 1979; b~YAZAWA y col., 1980;
NIEBURGS y col., 1985; SAPINO y col., 1986; NAQDET y col., 1989; ES~~ y col,, 1990; SOHEEIBER y
col., 1991) como la presencia mayoritaria de macrófagos (PAPIEENIX y col., 1983). En el caso
humano, por el contrario, todos los autores coinciden en señalar un crecimiento casi exclusivo de
células epiteliales (COHEN y col., 1984; SUN y col., 1984; BARPBELEMY y col., 1986; SAPINO y
col., 1985; BALERCIA y col., 199Gb; SORREIBER y col., 1991>.
Por otra parte en nuestras condiciones de cultivo los tíixcitos están presentes en el
medio generalmente sólo durante la priaiEra semana tras la cual aparecen necróticos. No obstante,
el hecho de que en algunos frascos de cultivo se puedan encontrar células linfoides viables
después de más de 10 días de cultivo sin estínulación debida a factores añadidos de tonta
exógena, contrasta con los numerosos datos al respecto donde se describe la total desaparición de
los linfocitos en la primera semana (HOIE y col.,1979; JENIUNSON y col., 1982; SCHUrJEMAN y col.,
1982; PAPIERNIK y col., 1983; READY y col,, 1984>. En este sentido, COLIC y col. (1991) en
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cultivos de estroma tímico de rata realizados con un protocolo sen~jante al nuestro encuentran de
igual nodo que, después de Y días, entre un 50—60% de las células no adherentes de estos cultivos
son linfocitos viables y después de 20 días el porcentaje se ha reducido (0,5-2%), pero no han
desaparecido totalmente. Iwnque estos autores no dan explicación alguna sobre este hecho,
nosotros pensamos que algunas de las células del estroma presentes en el cultivo podrían producir
factores de crecimiento que mantuviesen esa proliferación.
Sin embargo, no se habla descrito anteriormente que se produjese, en condiciones
similares a las que nosotros trabajamos e independientemente de la especie utilizada, un reinicio
de la proliferación linfoide después de largos períodos de tiempo (después de 2 semanas) en los
frascos de cultivo en los que los linfocitos habían desaparecido por completo. El hecho de que
aparezcan en la proximidad de los fragmentos y a que, cano se discutirá más adelante, en el
interior de los fragmentos haya células con características de blastos, nos hace pensar que
algunas de éstas podrían mantenerse en el microamtiente del fragmento y proliferar fuera de él en
días posteriores. En este sentido, se ha demostrado repetidamente que lineas celulares de estrana
pueden mantener el crecimiento y maduración de timocitos in vitro gracias a factores solubles
(PALACIOS y col., 1909; DALWUL y col., 1991; WATARASE y col., 1991).
Las células epiteliales del timo in situ muestran una clara heterogeneidad tanto
morfológica como determinada por anticuerpos mionoclonales <NABARRA y ANDRIANARISON, 1987;
KAMPINGA y col., 1989; COLE y col., 1989a). Las diferencias morfológicas que nosotros hemos
encontrado en los cultivos primarios de estroma de rata se centran en primer lugar en la
diferente morfología de estas células en las colonias, adherentes y poligonales frente a células
semiadherentes redondeadas y en segundo lugar y, posiblemente como consecuencia de ello, la
diferente expresión de moléculas del MHO de clase II en ambos tipos celulares ¡baja en las
adherentes y alta en las seiniadherentes). En este mismo sentido, COLE y col. (1989b) deimiestran,
mediante el uso de anticuerpos moncclonales específicos que, la población epitelial mayoritaria
que prolitera tiene un fenotipo medular, si bien no hacen referencia a la morfología de dichas
células en el cultivo. Más adelante, cuando discutamos sobre las características de las células
epiteliales dentro del fragmento canentaremos las posibles implicaciones que puede tener el hecho
de que existan uno o más tipos celulares en los cultivos.
Mientras que la expresión de moléculas del MD de clase 1 es homogénea e independiente de
la morfología de las células epiteliales, la de moléculas del NEC de clase II está directamente
relacionada con la morfología: baja en las células adherentes y alta en las redondeadas
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semiadherentes. IYanto in vivo (VAN EWIJK, 1984; DE MMCD y col., 1985> cano en lineas epiteliales
de ratón <NAQUET y col., 1989> y en cultivos primarios de estroma tínico de ratón <JENKINSCU y
col., 1980; ESHEL y col., 1990> se ha observado una expresión alta de moléculas del NEC de clase
II en las células epiteliales. La pérdida de expresión de moléculas del NEC de clase II observada
no sólo por nosotros sino también por otros autores <SUN y col., 1984; PAlACIOS y col., 1989)
podría relacionarse con el proceso de adherencia, si bien en otros casos se ha encontrado un
nivel similar de expresión en células adherentes y en células redondeadas no adherentes (IfloR,
1979).
Creemos que el proceso de adherencia podría justificar la ausencia de asociaciones entre
células epiteliales y timocitos que observamos en nuestro sistema de cultivo. Aunque el sistena
utilizado es diferente y llevado a cabo con líneas epiteliales, una prueba que apoyaría esta idea
es que en experimentos en los que las líneas de células epiteliales se extraen del cultivo por
tripsimización (lo que implica un cambio en su morfología de extendida a redondeada) sí son
capaces de interaccionar con timocitos <SINGER y col., 1986; MU»OZ-BLAY y col., 1987). Por otro
lado, también se ha descrito la diferenciación de tflnocitos en presencia de líneas epiteliales
comprobándose que se producía contacto entre ambos tipos celulares (PAlACIOS y col., 1989>. En
este caso, sin embargo, la morfología de las células epiteliales domadas es totaflinnte diferente
a la descrita por nosotros puesto que estas células se mantienen poco adherentes a la superficie
del cultivo.
No obstante, también está descrita la asociación de linfocitos en cultivo con líneas de
células epiteliales adherentes en el caso de la rata (LUPIN y col.,1989). Al igual que lo
demostrado en nuestros resultados pera las moléculas del NEC de clase II, la adherencia podría
implicar la pérdida de otras moléculas en la superficie de las células epiteliales <por ejemplo
las que estuviesen implicadas en la adherencia célula epitelial-timocito) por lo que los
resultados encontrados por IAJPIN y col, podrían justificarse si dichas moléculas se regulasen de
forma distinta, pese al proceso de adherencia, en la línea epitelial que ellos utilizan.
La expresión de citoqueratina es, cano en el caso de las moléculas del MEO de clase II,
variable en las células epiteliales. A diferencia de las moléculas del NEC, la variabilidad en la
expresión de citcqueratina es independiente de la morfología de la célula. Las queratinas
constituyen un grupo heterogéneo de proteínas y, al contrario que otros filamentos intermedios
cono vimentina, desmina o neurofilanEntos, se conpxxen de muchos polipéptidos diferentes con un
peso molecular total que varía entre 40.000 y 68.000. las polipéptidos se expresan en diferentes
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tejidos en combinaciones diferentes de forma que un epitelio o célula epitelial determinada puede
ser caracterizada por su patrón específico de expresión de citoqueratinas (M)LL y col., 1982>.
Se han caracterizado diferentes patrones de expresión de polipéptidos de queratina en
diferentes tipos de células epiteliales en cultivo. En algunas líneas celulares las queratinas
sintetizadas son iguales a las encontradas en los tejidos a partir de los cuales se obtuvieron
las células del cultivo mientras que en otros son diferentes, lo que implicaría una diferente
modulación de la expresión en el tejido lii vivo y en el cultivo in vitro <FRASE y col., 1982).
No obstante, también se ha descrito que, pese a que las queratinas sintetizadas por
queratimocitos cultivados son iguales durante los primeros días de cultivo a las sintetizadas por
las células epiteliales epidérmicas, pueden sufrir cambios durante la diferenciación terminal,
con la aparición de nuevas queratinas a partir de diferentes mENA de forma que, en cultivo,
también existe una modulación en la expresión de las queratinas <F¶JCHS y GREER, 1980>.
Teniendo en cuenta que el anticuerpo que nosotros utilizamos es policlonal pero dirigido
contra moléculas de 56 y 64 kD, la diferente intensidad de tinción que encontramos se podría
deber, bien a que hay células que no expresan este tipo concreto de queratinas, bien a que lo
expresan en baja cantidad. Hay que tener en cuenta, no obstante, que el anticuerpo policlonal que
nosotros henos utilizado está dirigido contra queratina humana. Esto podría inducir a pensar que
el anticuerpo no reconoce las queratinas que se expresan en las células de rata negativas. No
creemos, sin embargo que este hecho pueda ser suficiente para explicar la diferente tinción
puesto que las queratinas es un grupo de proteínas extraordinarianente conservado en la evolución
y, en cualquier caso, la tinción se realiza en una misa colonia con el mismo anticuerpo,
obteniéndose diferentes grados de tinción.
Las PTX constituyen una población de células que muestran las misas características
morfológicas y esencialmente los mismos marcadores que los descritos previamente en P¶~ de ratón
(PAPIERNIR y col., 1983 y 1986). Son células redondeadas, muy refringentes cuando se observan
bajo microscopia de contraste de fases y que poseen un citoplasma ocupado por numerosas vesículas
y fagoso>nas de desarrollo variable. Admemás, tienen una alta capacidad proliferativa y de
fagocitosis formando en los primeros días de cultivo asociaciones con linfocitos. En cultivos de
estrona de rata COLIC y col. (1991) describen la presencia, por un lado, de una población
heterogénea de células que denominan con» ‘células no adherentes y sugieren que podrían ser
equivalentes a las flR descritas por PAPIERNIS y col. (1983) y, por otro, de niacrófagos
adherente?. Las “células no adherentes” proliferan en los 3-4 primeros días de cultivo a partir
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de los fragmentos, adh.iriéndose al sustrato alrededor de los mismos, mientras que los “rnacrófagos
adherentes” comienzan a proliferar después de 7 días, alcanzando su máxima proliferación después
de 2 semanas. Después de esto se produce un crecimiento de fibroblastos tal que impide la
prolíferación de nacrófagos y células epiteliales. En nuestro caso la proliferación de
fibroblastos se produce ya desde el primer día de cultivo y la máxima prolíferación de P’ffi se
produce en la primera semana de cultivo, a la vez que las PB se adhieren al sustrato originando
los macrófagos de tipo 1 y 2. Aunque COLIC y col. (1991) no relacionan en ningún miento antos
tipos celulares, los resultados podrían considerarse semejantes a los nuestros si considerásemos
las “células no adherentes” ~uivalentesa las Pl!!? y los “nacrófagos adherentes” a los macrófagos
de tipo 1 y 2. En este caso, habría que matizar, no obstante, que probablemente la mArina
proliferación de ¶nacrófagos adherentes” que ellos describen a las 2 semanas de cultivo reflejase
más bien la adherencia de las células no adherentes al sustrato, más que una proliferación
propiamente dicha de los “inacrófagos adherentes”.
Ibrante la primera semana de cultivo entre un 30% y un 50% de las FI~R expresan moléculas
del MIlO de clase II y este porcentaje disminuyó hasta menos de un 10% después de dos semanas.
Esta disminución en el porcentaje de células que expresan moléculas del NEC de clase II, se había
descrito también en PTR de ratón. En este caso, PAPIERNIR y col. (1986) demuestran, en cultivos
primarios de estrcuna de ratón similares a los presentados en este trabajo, que la presencia en el
medio de cultivo de Iffi-ganma producido por los linfocitos controla el porcentaje de FI!R que
expresan moléculas del NEC de clase II, de fama que a medida que los timocitos desaparecen del
cultivo el porcentaje de PTh oye expresan moléculas del NEC de clase II disminuye.
COLIO y col. (1991) en cultivos de estraiia de rata encuentran, entre las “células no
adhrentes” (previamente comentadas), que casi la totalidad expresan moléculas del NEC de clase II
independientemente del tiempo de cultivo. En nuestro caso, al igual que los descrito por
PAPIERNIX y col. (1986) en Fil? de ratón, entre un 50% y un 70% de las Fil? expresan moléculas del
NEC de clase II en la primera semana, porcentaje que se pierde después de más de 7 días. ¡os
diferentes resultados podrían deberse a la presencia de numeroso linfocitos vivos en el cultivo
en el caso de los cultivos descritos por COLE y col. (1991>: entre un 50-60% de las “células no
adherentes~ a los 7 días son linfocitos viables y entre un 5-10% después de 12 días.
En nuestro caso, adenás, es importante resaltar que las moléculas del NEC de clase II
aparecen no sólo en la superficie de las Pm sino también en la membrana de vesículas
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intracitoplásmicas, lo cual podría reflejar un rápido recaÉio de mentrana con» ya se ha descrito
para macrófagos en cultivo (COEN y STEINMAN, 1982).
Entre un 50% y un 70% de las Fffi se tifien con el anticuerpo moncolonal OX-U. Mac-1 ea
una molécula de adhesión de la familia de las integrinas. Esta molécula es un heterodíjiero
forado por una cadena ¡3 de 95k!) (0018) igual a la de IFA-1 y pl56,90 y una cadena a diferente de
165 kD (CDllb> que actúa cci» receptor de, al menos, das liqaidos: ICAM-1 y del factor del
complemento de tipo 3 (EEMLER, 1988; BELLER y col., 1982). En el caso de la rata, OX-42 es un
anticuerpo que reconoce CDl1b y CDhlc (cadena a de plSO,90) y, por tanto, la reactividad no es
exactamente equivalente a Mac-1 (ROBINSON y col., 1986).
EL EOIJB! y col. (1985) demostraron que las rosetas FrR-tis¡~itos en el caso del ratón,
estaban mediadas por la molécula Mac-1 expresada en las PTR y que los linfocitos oye
interaccionaban con las P’1’R presentaban un fenotipo ininaduro (CD4~CD8i. Además, cuando éstos
eran inyectados intravenosamente en ratones congénicos irradiados eran capaces de repoblar el
tino. Además, la molécula era básica en la proliferación inducida por las Fil? a los tinroitos
(PAPIERNfl< y col., 1987). Por tanto, el hecho de que esta molécula esté in~licada en procesos de
de adhesión celular y que se exprese en células del estrcma tíanico de rata podría tener
importancia en los procesos de diferenciación intratí¡nicos como sugirieron EL IOJBY y col.
<1985).
A medida que las PTR se hacían adherentes y presumiblenente se convertían, can~ veremos
más adelante, en macrófagos de tipo 1 y 2, perdían la expresión de OX-42 quizás de modo similar a
lo descrito para las moléculas del MEO de clase 11, pero en clara contraposición a lo observado
en cultivos similares de rata por OLIO y col. (1991>. En este caso los autores describen que los
porcentajes de macrófagos adherentes positivos para OX-42 (más del 95%) son similares a los de
los no adherentes y, por tanto, no observan influencia de la adherencia al sustrato en la
expresión de estas moléculas.
Entre un 30% y un 50% de las flR expresan IL-2Ra detectado por el anticuerpo monoclonal
OX-39. Aunque no está claro cuál es el significado biológico de la expresión de receptores de fi>—
2 en células no linfoides (HEERNAN y col., 1985; RANCOCR y col., 1987a; EANCOCK y col., 1987b;
ROCHA y col., 1988; MACN!ERSON y col., 1989) se ha especulado que la IL—2 no es únicarnte una
hormona linfotrópica sino que podría influir en el desarrollo de otros tipos celulares. No
obstante, otros autores han observado que los monocitos y líneas celulares leucémicas sólo
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expresan IL-2R en presencia de IFN—gaiua (HERRWU4 y col.,1985). Mientras que en el caso de las
P’I’R de ratón R~HA y col. (1988) han demostrado que pueden proliferar en presencia de rIL—2,
otros autores encuentran que la interacción IL—2/IL-2R en células no linfoides no induce
proliferación celular (BERRMAR y col., 1985; KOYASU y col,, 1986; PALACIOS y VcU BOEBIIER, 1986;
STEINEB y col., 1986; BANDEIRA y col,, 1987). MenAs, otros datos señalan que la proliferación se
produce sólo en precursores de nacrófagos cuando son estinzíados largos períodos de tiaio con
rIL-2 pero no en macrófagos maduros (B~CAEIEI y col., 1989). En este sentido cabe señalar que
las PTR son una población heterogénea de células que probableante incluye tanto precursores cci»
nacrófagos maduros. En el caso del ratón se ha demostrado que los timccitos inmaduros son los que
expresan Th-2R durante el proceso de maduración intratímica y que posteriormente pierden este
marcador (CEREDIO y col., 1985; IESLEY y col., 1988>. Asimismo BENVENISTE y MERRIL <1986) y
MALKOVSKY y col., (1987> han sugerido que la expresión de IL-2R podría ser tantién un paso
intermedio en el proceso de diferenciación uieloide.
La heterogeneidad de las P~R queda tairbién reflejada en la expresión de los anticuerpos
EDí y ED2: aproximadamente la mitad de las PTR en los cultivos primarios son positivas para EM y
también el 50% lo son para ED2. Por otro lado, nosotros observamos que la mayoría de las Ff1?
fagocitan partículas de carbón y levaduras inactivadas y que dicha fagocitosis disminuye cuando
las PTR se van adhiriendo al soporte de cultivo. Se ha descrito que la fagocitosis podría ser
asociada con el fenotipo de los zacrófagos puesto que los macrófagos EDI de pulpa roja son
fagocíticos, aunque anticuerpos anti-EDI no inhiben la fagocitosis, mientras que los ED2~ no lo
son, si bien estos resultados están obtenidos con nacrófagos de bazo <KAM.PINGA y ASPINALL, 1990).
Teniendo en cuenta que, en tar. EDí tiñe macrófagos en la corten y la a~dula mientras
que ED2 tiñe sólo macrófagos corticales y del borde córtico-nedular (DIJKSTRA y col., 1985) el
patrón de tinción que nosostros encontramos en las Fr!? en cultivo podría reflejar la diferente
procedencia de los mismos. No obstante también se ha descrito que ED2, al contrario oye EDí, es
un marcador de maduración puesto que en cultivos de médula ósea los monocitos no adherentes no lo
expresan mientras que los macrófagos maduros adherentes sí (DA242ISEAUX, 1991). Este autor también
demuestra que la expresión de ED2 es inducible cuando los precursores no adherentes se fijan a
superficies plásticas. Estos resultados contrastarían con el hecho de que la mitad
aproximadamente de las PIR, células no adherentes y precursores, en nuestra opinión, de los
nacrófagos adherentes del cultivo, expresasen ED2. Probablemente la situación no es estrictamente
equivalente y quizás parte de las FfR (las ED2~) sean más maduras que los precursores comentados
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en los cutlivos de médula ósea. También en este sentido COLE y col. ¡1991) encuentran que,
aunque la expresión de BD2 aumenta en los mecrófagos adherentes respecto a los no adherentes,
éstos presentan un porcentaje ~ que no difiere mucho del que nosotros encontramos. Si.n
embargo, también se ha observado expresión de BD2 en células no adherentes tras entrar en
contacto con células fibroblásticas de la médula ósea (BARBE y col., 1990) e in vivo, el 50% de
los niacrófagos peritoneales libres expresan E02 (HUME y col.1 1983, DAH)ISEAUX y col., 1989).
Estos autores han concluido consiguientei~nte que la interacción de los macrófagos con los
elenentos adherentes es necesaria para inducir la expresión de 202, pero no para su mantenimiento
(BARBE y col., 1990>.
tos macrófagos adherentes, células de forma irregular y citoplasma extendido oye se
palían observar tanto en áreas libres de fibroblastos (macrófagos de tipo 1> como en zonas de
fibrohíastos (nacrófagos de tipo 2), no expresaron moléculas del NEC de clase II teniendo una
baja capacidad proliferativa y de fagocitosis.
Los inacrófagos de tipo 1 y 2 se tiñeron en un 50% para los anticuerpos EM y ED2 y por
tanto no observamos que se produjese un aumento en la expresión de 202 como se ha descrito en los
cultivos de médula ósea comentados anteriormente (ARF~MA, 1992>.
Respecto a las moléculas del NEC de clase II los atacrófagos obtenidos de diferentes
órganos varían en su expresión basal de moléculas del NEC de clase II (CCMING y col., 1979> lo
que puede reflejar por un lado la existencia de subpoblaciones y por otro la posible variación
debida a estímulos (F7I11( y col., 1988). Algunos autores han sugerido que la biosíntesis y
expresión de antígenos del NEC de clase II es más un fenómeno transitorio en todos los macrófagos
¡nurinos que el resultado de la existencia de diferentes subpcblaciones (SELLE!? Y 1<0, 1982). En
este sentido, se ha demostrado repetidamente oye los macrófagos peritoneales (BELLER y TJNANUE,
1981), tínúcos (REILEN y col., 1980> y de bazo (COWING y col., 1979> sufren la pérdida de
expresión de moléculas del NEC de clase II cuando son puestos en cultivo lo que estaría de
acuerdo con nuestros resultados y los encontrados por COLIC y col. (1991> entre la población oye
dencainan “macrófagos adherentes” en cultivos de estroma de rata.
En los cultivos de estraaa tíznico de rata las células dendríticas se caracterizaron por
su alta expresión de moléculas del NEC de clase II, su baja capacidad proliferativa y por la
ausencia de marcadores como 0X-42, IL-2R, 201 y 202 y las actividades enzimáticas RSE y ARR, lo
que está de acuerdo con lo que ya se conocía en humano (PELLE’1’IER y col. ,1986; ENIGHT y col.,
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1987; LANDRY y col., 1988> y cobaya (AlDA y col., 1988>. En cultivo forman asociaciones con
tinceitos similares a las descritas previamente en aislamientos de cc~lejos tímicos <X!EWSKI,
1987; SHORtPNAfl y col., 1989; PRICXET y RART, 1990) e ti vitro (LARDRY y col., 1989; LANDRY y
col., 1990).
No se observaron figuras mitóticas de células dendríticas mi captaron BrdU en la prueba
de proliferación mediante anticuerpos anti—BrdU lo que indicaría que esta población celular no
prolifera. Sin embargo, el hecho de que se puedan observar células pequeñas redondeadas Brdtt
similares a monocitos con alta expresión de MEC clase It y de figuras intermedias entre éstas y
las descritas cano típicamente dendriticas (Fig, 17) podría sugerir que estas células representan
precursores de células dendríticas tímidas. Algunos resultados recientes obtenidos en nuestro
laboratorio tras el análisis del ciclo celular de poblaciones purificadas de células deidríticas
obtenidas con protocolos similares a los aquí descritos, demuestran oye, en efecto, entre un 2% y
un 4% de las células deniríticas proliferan en cultivo.
COLIO y col. (1991> observan, entre la población de nucrófagos adherentes, células de
morfología irregular o fusiforme con prolongaciones citoplásmicas dendríticas que las
asemejarían, en su opinión, a las IDC tímicas. En nuestro caso es evidente que tanta entre los
macrófagos de tipo 1 como de tipo 2 hay células con la misma morfología “dejidrítica» descrita por
COLIC y col. (1991) pero que, sin embargo, mantienen características propias de macrófagos:
positivos para las actividades enzimáticas EH y ARR, numerosos gránulos y vesículas
citoplásnicas y expresión de mamadores típicos de macréfagos como HOI y ED2. Por tanto, las
características morfológicas descritas por estos autores nos inducen a pensar que realmente se
trata de macrófagos que puedan tener prolongaciones citoplásnicas, más a&i si se tiene en cuenta
que no existen apenas “células adherentes» oye expresen moléculas del NEC de clase II en los
cultivos descritos por COLIC y col. <1991> <inesperado si dichas células “dendríticas» fuesen
realmente equivalentes a las IDO tinicas~.
La expresión de Mac—1 en células dendríticas había sido descrita tanto en el caso de
monocitos humanos circulantes (EI?EUDHENTAL y STEINMAN, 1990> y en bazo y pulmón de ratón
(GIROID»JNI y col.,1990; POLLARD y LIPSCOHB, 1990). Asimismo se ha encontrado en DC de ratón
aisladas y cultivadas con un protocolo igual al utilizado por nosotros (ARMVIN y SHOR!INAN, 1992)
y en £C aisladas y cultivadas en el caso humano <LANDRY y col., 1988>.
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En este sentido, la ausencia de este marcador en las DC en los cultivos primarios de rata
contrastan con los resultados obtenidos por MRDRY y col. (1990> en el caso de DC humanas
aisladas y cultivadas y con los de KAMPINGA y ASPIRALL (1990) que encuentran, ia.iifli, células
dendriticas positivas para OX-42 en la médula tíznica de rata. En este mismo sentido también hay
discrepancias en lo referente a la expresión del receptor de 11-2 en CC: mientras que en estudios
in situ. KAI¶PINGA y ASPINALL (1990> y PATERSON y WTLLIAMS (1987j encuentran células
interdigitantes positivas para OX.-39 en la médula tíniica, nosotros no encontramos este marcador
ni en las células deridríticas en cultivo ni, como veremos más adelante, en las DO aisladas de
tirito y cultivadas. Tanto en el caso de OX-42 como en el de OX-39 es posible que se produzca una
modulación en la expresión de estos marcadores de forma que, después de 6 ó 1 días en que
nosotros encontramos células dendríticas en el cultivo primario, no detectemos estos mamadores.
Igualmente también sería posible que sí expresen estos marcadores los precursores de las DO y que
los perdiesen cuando maduran y se adhieren al sustrato.
A tenor tanto de las características morfológicas como de la capacidad proliferativa y de
fagocitosis, así como de la expresión de los diferentes marcadores analizados pensamos que los
nacráfagos observados en los cultivos primarios de estrcua tínico de rata se originarían a partir
de las que hemos denominado como Fi!!?. Así, la presencia de formas intermedias entre Fffi y
macrófagos de tipo 1 y 2 nos sugiere que éstos se originarían a partir de aquéllas suplemente
por un proceso de adherencia. En el caso en que las flR se adhiriesen directamente al soporte de
cultivo originarían los macrófagos de tipo 1 (esta secuencia sugerida se observa en la ?ig. 31
con flechas en blanco> mientras que en el caso de adherirse en zonas donde previamente existía
una mionocapa de fibroblastos, originarían los macrófagos de tipo 2 (secuencia sugerida en Fig 32
con flechas en blanco). Este proceso luplicaría el aumento de la adherencia al sustrato, la
disminución de la capacidad proliferativa y de fagocitosis y la pérdida de expresión de moléculas
del NEC de clase II y del 11-2!? junto con la ausencia de tinción con el anticuerpo 0X-42 (FIGURA
¶I~.
Por otro lado, la presencia de células de aspecto monocítico que expresan fuertemente
moléculas del MHO de clase II y de fornas intermedias entre éstas y las células dendríticas nos
hace pensar que éstas podrían originarse a partir de las prineras (esta secuencia sugerida se
observa en la Pig. 17 con flechas en blanco).
No podemos asegurar, sin embargo, que los precursores de Pm, y por tanto de los
macrófagos, y los precursores de las DO sean el mismo o diferentes y oye estos precursores tengan
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capacidad iltititada de proliferación. Tanpwo podemos excluir que en realidad lo que hemos
denominado cano P~ en los cultivos de rata sea realmente una p&~laci6n heterogénea de células
que pudiese contener no sólo un componente mayoritario de células n¡acrofágicas (oye originarían
los macrófagos de tipo 1 y 2> sino también precursores de de DC.
En este sentido, la pertenencia de las células de Langerhans (I.C) de la piel, células
“veiled <Ve> de la linfa, células dendríticas del bazo y células interdigitantes (1W) de la
médula tímica al sistema mononuclear fagocítico es una cuestión por resolver puesto que no está
claro cuál es el verdadero origen de estos tipos celulares. Por un lado podrían constituir una
línea henatcpoiética diferente a la de los fagocitos mononucleares puesto que, a diferencia de
ellos, no tienen en general capacidad fagocítica, no proliferan in vitro, expresan
constitutivamente moléculas del MHO de clase U y su única especialización funcional es la de ser
potentes estialadores de las respuestas linfoides primarias (JXUSTYN, 1987>. Además, las DC no se
ven afectadas por factores que sí afectan a los macrófagos como ¡4-081’ y G-CSF (STEINMAN, 1991).
Otros resultados, por el contrario, parecen situar en la misma línea de diferenciación
los tipos celulares mencionados dentro de la línea mononuclear faqocítica. Así, las DC fagocitan
en ciertas circunstancias (~SSUM y col., 1984; HSIAO y col., 1991> y las células monocíticas de
sangre se transfoniian en células con características de células dendríticas in vitro (PE¶1m~S y
col., 1981; RABEL y col., 1989). Además, las LO de piel y las IDO de la médula tiinica en ratón,
pese a tener una morfología típicamente dendrítica, no contiene gránulos de Birbeck (STEINMAN,
1991), al contrario que las IDO tíinicas en rata (NJSSIAPD-DEWHJLE y col., 1991). Por otro lado,
las LO humanas expresan receptores para el complemento, inducibles con 11—4 e In—gafia, que no
están presentes en las DC (BIEBEE y col,, 1989>.
Por último hay que destacar oye la asignación de un tipo celular a una línea u otra se
hace, a veces, dependiendo de la expresión de determinados narcadores lo oye hace aún más difícil
el pritíena puesto que algunos de los mismos cambian en determinadas circunstancias. Así, las LO
de ratón pierden, en cultivo, los gránulos de Birbeck, las actividades RSE y APE, el marcador
F4/80 (positivo in situ), los receptores ftR, ultraestnacturalmente son semejantes a las DC
linfoides (SCHIJLER y SI’EIHEAN, 1983> y aumenta la expresión de moléculas del MHO <ROMANI y col.,
1989). Por otro lado, aunque la distribución citoplásmica de las enzimas APB y RSE es diferente
entre DC (débil y perínuclear) y macrófagos (más intensa y en todo el citoplasma>, hay formas
intermedias (DUIJVESPIJli y col., 1983>.
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En especial y en referencia a lo que sucede en el tino quizás habría que matizar, si no
modificar, el término inononuclear-fagocítico. En concreto las células UN pueden ser separadas en
subpoblaciones CD4l~~I 01)8; CDÚtDrTh-2R; CD4tD8fl-2R~, poblaciones que podrían dar lugar a
linfocitos pero que, con los estímulos adecuados, también podrían originar nacrófagos o IDO. En
este sentido, PAPIEEEJX y HABARBA (canmícación personal) demostraron que el tratamiento con 11—2
y GM-CSF de la población CD4tDWMac-12a la inducía a proliferar a la vez que se formaban,
deteminado a microscopia electrónica, tanto macrófagos c~m IDO, además de linfocitos. Por el
contrario, si el tratamiento era con 11-1 e 11-2 sólo aparecían 102.
En la segunda parte de este trabajo henos realizado una caracterización morfo-fenotípica
de poblaciones enriquecidas de macrófagos y células dendríticas aislados de tino para contrastar
sus características en esta situación con las de las posibles células equivalentes presentes en
los cultivos primarios. Además, se han estudiado los cambios fenotípicos que estas células sufren
durante el periodo de cultivo y los que se producen por acción de algunas citocinas que podrían
ser iniortantes in vivo en los procesos de maduración y diferenciación intratimicos,
El protocolo de aislamiento y cultivo de estas poblaciones está basado en primer lugar en
la baja densidad de los monocitos y las células dendríticas en canparación con la alta densidad
de los linfocitos (¡hOPE y col., 1982 y 1986), por lo que atas fracciones son fácilmrnte
distinguibles cuando la suspensión celular es centrifugada en gradientes de densidad. En seguido
lugar se ha llevado a cabo una adherencia diferencial a una superficie de plástico (YOUNG y
STEINMAK, 1938): mientras que las células dendríticas permanecen adherentes sólo por un período
de 12-16 horas, los macrófagos permanecen adherentes durante varios días comenzando a proliferar
después de la primera semana de cultivo.
Mediante este protocolo hemos obtenido un enriquecimiento superior al 95% tanto en el
caso de los nacrófagos como en el de las células dendríticas.
Nuestros resultados demuestran que los macrófagos aislados de tino de ratas Vistar y
cultivados 1 día muestran la misma morfología que la descrita para las que denominamos PTR en los
cultivos primarios y esta morfología se mantiene en los macrófagos que se cultivaron y
proliferaron activamente después de una semana de cultivo. Este hecho apoya de nuevo nuestra idea
de que la P¶~ de los cultivos primarios son el tipo celular equivalente de los macrófagos títuicos
observados in situ. Al igual que lo comentado en el caso de los cultivos primarios, los
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macrófagos que se van adhiriendo a la superficie del cultivo en estos aislamientos, adquieren las
características de los macrófagos de tipo 1 descritas en los cultivos primarios.
En los macrófagos cultivados se produce una reducción con el tiempo en el porcentaje de
células que expresan moléculas del MHO de clase II: de un 50-60% en macrófagos de día 1 a un 10-
20% en macrófagos de día 30. Esta disminución en el porcentaje coincide aproximadamente con la
descrita para las PTR en los cultivos primarios. Además, la expresión de estas moléculas puede
ser inducida de nuevo silos nucrófagos cultivados de día 30 se tratan con rIL—2 o con Con A—SO!.
Al contrario que nosotros, BECRER y DANIEL (1990> encuentran, en monocitos circulantes
aislados, oye la rIL-2 no induce la expresión de moléculas del MHO de clase II. No podemos
concluir que la inducción que nosotros encontramos se produzca por un efecto directo o mediado
por otros factores; por ejemplo, concentraciones altas de 11-2 incrementan la producción de ‘uF-a
por macrófagos <MALKOVSKY y col. 1987; SIRIETER y col., 1989> y el TE-a, así como GM-CSF, pueden
aumentar la expresi6n de moléculas del MHO de clase II (WATANME y JACOB, 1991; BENOIST y MATEIS,
1990>. La mediación también podría ser debida a Ini-gamma que es uno de los principales
inductores de la expresión de moléculas del MHO de clase II <VIRELIZIER y col., 1984>. Por tanto
la inducción de moléculas del MHO de clase II podría ser controlada por una estimulación
autocrina a través de la producción de IEN-gartina, ¶~4F-a y/o (E-OSE por nacrófagos en el cultivo.
Por otro lado, tanto la presencia de ¡1-2 como de IE!i-gamnna en el medio Con A-SO!, podría
explicar la inducción de moléculas del MHO de clase II.
El porcentaje de macrófagos cultivados que se teflían con el anticuerpo 0X-42 era de un
60-70% a día 1 y de un 100% después de 30 días. Este aumento durante el período de cultivo
también había sido descrito anteriormente en inacrófagos de rata <WAC1~R y col., 1985) y en
macrófagos no adherentes de estroina tínico de rata (00110 y col., 1991). Debido a que la
totalidad de los macrófagos se tiñeron con OX-42 después de 30 días no estudiamos su posible
inducción con rIL—2 o Con A-SCM. Sin embargo, algunos datos demuestran que en monocitos
circulantes <BECHER y DANIEL, 1990> la rIL-2 no induce expresión de Mac-1 y en fagocitos
mononucleares humanos (JAYARAM y col., 1989) no se encuentran efectos del IFW-qamna sobre Mac-1
ni sobre otros receptores de complemento como OIR y plSO,95.
Por otro lado, el atnz~nto en el porcentaje de macrófagos aislados y cultivados que se
tillen con OX—42 contrasta con la cc<npleta eliminación de la expresión de este marcador cuando, en
los cultivos primarios, las PTR se adhieren al sustrato del cultivo convirtiéndose en macrófagos
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de tipo 1 ó 2. En el caso de los macrófagos cultivados éstos se mantienen no adherentes cuando
son extraídos de la placa de cultivo. Por tanto, pensamos que las moléculas detectadas con OX-42
aumentarían su expresión durante el periodo de cultivo sieqre que la célula no se adhiriese al
soporte de cultivo. En este sentido, WACKER y col. (1985> deniestran que Hac-1 es un marcador que
se expresa con la maduración de los macrófagos. Al igual que lo comentado para las flR, esta
molécula podría estar irr~licada en procesos de adhesión celular como EL ROIJBY y col. (1985)
demostraron entre tijnceitos y FN en el caso del ratón.
La expresión de ‘Ehy-1, que nosotros hemos encontrado en macrófagos cultivados, ha sido
previamente descrita en células no linfoides, tanto en células epiteliales de ratón (TOCES y
BOYfl, 1990) cano en células dendríticas aisladas de conducto torácico de rata (MACPHEBSON, 1989>
y células dendríticas de bazo (SE~111M y col., 1991). No obstante, para el caso de las células
epiteliales también se ha descrito la ausencia de este marcador (HE y col., 1991). Durante el
período de cultivo de los macrófagos se produce la disminución de la expresión de Thy-1, que
puede ser de nuevo inducida con Con A-SON, lo que podría deberse a 11-3, presente en este medio,
cano se ha demostrado en células de médula ósea (SCHRADER, 1936).
Aunque no se conoce cuál es el papel exacto de esta molécula en células no linfoides
podría estar ti~licada en la interacción con linfocitos y la activación de los mismos. En este
sentido, HE y col. (1991> han demostrado que Thy-1 media la adhesión entre células epiteliales y
linfocitos. Además, anticuerpos monoclonales anti-Thy-l inhil,en la interacción vía 111-1
linfocito-célula epitelial (NISHIMURA y col., 1991).
ms macrófagos aislados de día 1 no expresan la molécula detectada por el anticuerpo OK-
48, pero este marcador sufre una rápida inducción, y al cabo de 6 días de cultivo el 100% de los
macrófagos la expresan. Aunque no ha sido descrito en macrófagos, sí se ha observado esta rápida
inducción, como se comentará más adelante, en células dendríticas aisladas del conducto torácico
de rata. En este sentido, OX-48 reconoce una molécula de función desconocida de peso molecular
70 .kD asociada a la presencia del receptor de alta afinidad de IL-2, presente en linfocitos de
rata activados con Con-A (SOMOZA y col., 1990). Parece por tanto que esta molécula podría
expresarse cuando las células proliferan activanente.
A diferencia de las PTR en los cultivos primarios, los macrófagos aislados y cultivados
no expresan IL—2R en ninguno de los períodos estudiados. Sin embargo, sí se consiguió la
inducción de IL-2R por rIL—2 en macrófagos cultivados de día 30.
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Se ha demostrado que los macrófagos alveolares humanos, monocitos y líneas celulares
monocíticas expresan IL-2R después del tratamiento con rIFN-ganina humano (HANCOCR y col., 1987b>
aunque en otros casos se ha demostrado que la rIL-2 sola no es capaz de activar niacrófagos
necesitíndose para ello la cooperación con Ifl-gauna o incluso con una tercera citocina (‘PEE—a>
<BEWSEVIC y col., í996>. En este sentido la inducción del IL-2R, tras incubación con Con A-SCM
es probablemente debida a 11-2 y/o interferan-gana.
Encontramos una diferencia en el porcentaje de nacrófagos cultivados 30 días positivos
para OX-39, dependiendo de si eran tratados con 50U/inl de rIL—2 o con Con A-SO! que contenía
entre 30-35U/ml de 11-2: 80-100% en el primer caso y 30-30% en el segundo. Esta diferencia podría
ser simplemente debida a la diferente procedencia de las 11—2: en el caso de la 11-2 humana se
trata de un producto recombinante mientras que en el caso de la 11—2 de rata el ensayo biológico
se realiza sobre una línea de ratón, por lo que las unidades exactas suministradas en ambos casos
podrían no ser estrictamente equivalentes.
La diferente expresión de esta molécula en las PTR de los cultivos primarios y los
macrófagos aislados y cultivados podría ser debida a factores, tales cono 11-1 e 11-2, que
estuviesen presentes en los cultivos primarios pero ausentes en loe cultivos de células aisladas.
Por último comentaremos los resultados referidos al antígeno detectado por el anticuerpo
OX-44. Dicho antígeno habla sido descrito inicialmente en células linfoides por PM’ERSON y
WILLIAMS (1987), estando presente en un estadio intermedio de diferenciación de los linfocitos T.
Nosotros encontramos que este antígeno se expresa en nacrófagos de día 1 en un 76-86% de las
células y este porcentaje aumenta hasta un 100% a los 30 días. Se desconoce la función de esta
molécula en las células no linfoides pero podría estar implicada en la maduración de las células
9! puesto que se ha demostrado que esta molécula media la transmisión de señales de diferenciación
y regulación de la proliferación celular (BELIACOSA y col., 1991).
Los resultados que nosotros hemos encontrado respecto a los macrófagos, tales como la
expresión de marcadores como 0X-42, Thy-l, moléculas del MHO de clase 1 y II, inducción de
algunos de estos marcadores con citocínas que podrían jugar un papel en la diferenciación 9!, así
como los conocidos sobre la expresión in situ de moléculas del MHO de clase II y Mac-1 (BEL2R y
UNANUZ, 1980; NABARRA Y PAPIER!UX, 19881, expresión de marcadores cano EM y ED2 (DIJKSTRA y
col., 1985> producción de 11-1 (HEME y col., 1986> e interacción con timcitos (KYEWSKI, 1987)
apoyan la idea de que los niacrófagos Unicos no tendrían únicamente una n~ra función 1agcvítica
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sino que podrían jugar un papel importante en la diferenciación de las células 9!, como ya habla
sido sugerido (BELI~R y UNANUE, 1978; MILICEVIC y col., 1983). Otros datos también apoyan esta
idea: en experimentos con ratones irradiados subletalmente los primeros linfocitos que entran al
tino forman asociaciones con acrófagos das o tres días antes de que lo hagan con células
epiteliales (KYEWSKI, 1987). Además, durante la ontogenia (KYE1~SXI y col., 1986) los primeros
complejos tinocito-niacrófaqos se pueden aislar desde el día 14-16 fetal mientras que los primeros
complejos timocito-.célula epitelial no se detectan antes del día 17. Asimismo existen pruebas
indirectas que podrían apoyar este papel de los macrófagos: después del tratamiento con drogas
antimitóticas en animales irradiados los primeros tircitos que entran en división se encuentran
en el borde córtico-nEdular, donde hay numerosos macrófagos, y posteriormente se observan en la
región subcapsular (PENIT y VASSEUR, 1988).
En las condiciones que hemos trabajado todas las células dendríticas aisladas de día 1
expresan moléculas del MMC de clase 1 y II, la molécula detectada por el anticuerpo OX-48 y Thy-
1, aproximadamente la mitad se tiñe con OX-42 y entre un 70% y un 100% expresa la molécula
detectada por el anticuerpo OX—U.
Por el contrario, no expresan CD4, IL-2R ni los marcadores de macrófagos BOl y ED2 y la
actividad de las enzimas RSE y APE es nuy débil comparada con la de los macrófagos mostraido
sienpre una localización perinuclear.
A diferencia de las LC de los cultivos primarios, aproximadamente la mitad de las DC
aisladas y cultivadas 1 día se tiñen con el anticuerpo 01-42, y, al igual que lo comentado para
el caso de la asociación entre timocitos y PTR en ratón (EL RWBY y col., 1985) podría mediar la
interacción entre timocitos y células del estroma. La regulación en la expresión de este marcador
no se estudió puesto oye, como ya se comentó anteriormente, las células deidríticas nieren en
cultivo después de una semana. No obstante, sí se ha descrito un aumento en el porcentaje de
células positivas para 01-42 en DC de conducto torácico de rata. Así, mientras oye el 40% de las
células recién aisladas apresan esta molécula, el porcentaje disminuye a un 5%-10% después de
20-48 horas de cultivo {MACPHERSON, 1989). Este porcentaje a 20-48 horas (5%-l0%) difiere
considerablemente con el que nosotros obtenemos en las DC de día 1 que han sido cultivadas
durante 12-16 horas (40%-50%). Esta diferente modulación podría ser debida bien a la diferente
procedencia de las DC bien al momento en el que se realiza el estudio: 12-16 horas en nuestro
caso y 20-48 horas en el de las DC de conducto torácico. Además, se ha descrito que la expresión
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de este marcador no se da en la totalidad de la población, ni en el caso de la rata <MACPBERSON y
col., 1989), ni en el del ratón (SCHULE!i y STEINJ4AN, 1985>, lo que estaría de acuerdo con
nuestros resultados: sólo el 40—50% de las It de día 1 se tiñen con este anticuerpo.
En contraste, el porcentaje que nosotros encontramos, analizado sobre
citocentrifugaciones, es inferior al que se da en It de rata aisladas y cultivadas con protocolos
idénticos analizadas por citanetría de flujo, donde la práctica totalidad de CC expresan este
marcador <BAÑUIJS y col., remitido para publicación).
Al contrario que los macrófagos, la totalidad de las DC aisladas de día 1 expresaron Thy-
1. En células derdrlticas del conducto torácico de rata recién aisladas (MACPEERSCN, 1989> se ha
encontrado un porcentaje de células positivas para Thy-l del 50% y este porcentaje se incruenta
hasta el 95% después de 16-18 horas de cultivo, Este dítino porcentaje es similar al que nosotros
encontramos si tenemos en cuenta que las células dendríticas que nosotros denominamos aisladas de
día 1 permanecen realmente antes 12 horas en incubacion.
Aunque clásicamente se había descrito cano un marcador de células T, esta molécula
también se ha encontrado, cono ya se comenté anteriormente, en células epiteliales cultivadas de
ratón (¶¶JCEK y 33YD, 1990$ y en It de bazo (SE’INJM y col., 1991> lo que podría tener ii~ortancia,
como ya se ha comentado anteriormente, en la interacción entre células del estroma y tiinocitos.
Por el contrario, no se había encontrado este marcador en células dendríticas tímicas, ni en el
caso humano (IMDRY y col., 1990) ni en el del ratón (ARDAVIN y SEOI?I’MAR, 1992>.
La diferencia de expresión para este marcador podría estar relacionada en el caso de las
células dendríticas con la especie utilizada: positiva en rata y negativa en ratón. No obstante
hay que resaltar oye ‘Phy-1 es una molécula altamente inducible y por tanto los diferentes
resultados podrian deberse únicamente a diferentes condiciones de cultivo.
Cono se comenté para los nacrófagos, el anticuerpo OX-48 detecta una molécula en
linfocitos de rata activados y, en nuestro caso, tiñe el 166% de las DC aisladas de día 1. En el
caso de células dendríticas de conducto torácico la molécula detectada por OX-48 pasa de estar
expresada en un 5—10% de las células recién aisladas a un 95% cuando las DC se cultivan durante
una 18-20 horas (MACPRERSON, 1989). Estos resultados coinciden tanto con la rápida expresión del
antígeno ya comentada para los macrófagos cultivados como con el porcentaje de DC positivas que
nosotros encontramos después de 12-16 horas de cultivo.
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En el caso del IL-ZE, mientras que nosotros no observamos tinción con el anticuerpo 01-39
en las CC aisladas y cultivadas de día 1, las DC de conducto torácico (MCPMERS0~ y col., 1989)
muestran un aumento del porcentaje de células oye expresan esta molécula, de un 0—5% recién
aisladas a un 100% tras 24 horas de cultivo y CR(MLEY y col. (1989> demuestran este aumento tras
inducción con GM-CSF. Además se ha observado una proliferación dosis dependiente con 11-2
(MACPBERSON y col., 1989). Al igual que lo discutido para 01-42, los diferentes resultados
podrían deberse al origen de las CC o a las condiciones del experimento.
Resultados previos realizados en nuestro laboratorio con CC aisladas y cultivadas con
protocolos similares y analizadas por citometría de flujo muestran una expresión diferente
respecto al ILL-2R. Estas son positivas para 01-39, con una baja intensidad, en un 56% de la
población. En este sentido, las DC tímicas de ratón aisladas con un protocolo similar al nuestro
sí expresan OX-SS (AEDAVIN y SHOR’IWAR, 1992> mientras que las DC de bazo de ratón son negativas
(CROWLEY y col., 1989>.
Al contrario oye en el caso de los macrófagos cultivados el porcentaje de lE que
expresaron el antígeno detectado por el anticuerpo 01-44 fué muy variable entre un 70% y un 100%.
Al igual que lo comentado para ese caso, aunque se desconoce la función de esa molécula podría
estar asociada con la transmisión de seifales de diferenciación y regulación de la proliferación a
células 9!.
Comparando los resultados de los cultivos primarios junto con los de los aislamientos de
células de la fracción de baja densidad in vitro y los previamente conocidos sobre los tipos
celulares descritos iii sítu, pensamos que las posibles relaciones entre los tipos celulares 1»
vitro/in situ serían cono se detalla en la FIGURA V. Las Pm, población heterogénea que contiene
precursores de los macrófagos de tipo 1 y 2 no serian el equivalente in vitro de las IDC
intratímicas, cano sugirieron PAPIEENIK y col. (1983 y 1986> en ratón, sino el equivalente de los
nacrófagos tínuicos y de los macrófagos aislados de la fracción de baja densidad (FIGURA VJ. Por
otro lado, las CC de los cultivos primarios serían equivalentes a las DC aisladas de la fracción
de baja densidad y a las ILE de la m&dula tínica.
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Tras el análisis detallado del contenido celular de los cultivos de estrcua tímico de
rata, nuestro interés se centró en conocer la capacidad de tales cultivos para reorganizar la
citoarquitectura timica in vivo. Cuatro grandes bloques de resultados resumen esta parte de
nuestro trabajo:
1. Con ninguna de las drogas utilizadas, dGuo o CsA, se consiguió que los fragmentos
tímicos cultivados, tanto en suspensión ccoo adheridos al sustrato, fueran tolerados cuando se
trasplantaban en ratas eutfmicas alogénicas.
2. Por el contrario, en combinación singénica los fragmentos no eran rechazados lo mismo
que cuando eran trasplantados en ratas “nude” tanto singénicas cono alogénicas. Tampoco en estas
situaciones se observaron mniportantes diferencias en el con~ortamiento in vivo de los fragmentos
control y de aquellos oye habían sido tratados con las drogas antes mencionadas.
3. Los fragmentos trasplantados en ratas ‘nud? eran colonizados por elementos
heinatopoiéticos del huésped (linfocitos, células dendriticas y quizás macrófagos) llegando a
organizarse tejidos histológicamente semejantes a los observados en un timo normal.
4. En cualquiera de las situaciones, y aunque el fragmento trasplantado fuera finamente
rechazado, se organizaba un rudimento de estrana tímico que mimetizaba en gran medida el
observado in sítu, constituyendo un excelente modelo experimental para analizar el origen y
continuidad de los coirvonentes celulares del estrcca timico.
Efectivamente, tanto en el caso de los fragmentos cultivados adheridos a la superficie
del cultivo como los cultivados en suspensión, e independientemente de que se hubieran incluido o
no drogas en el medio de cultivo, los fragmentos trasplantados en ratas eutímicas alogénicas
fueron rechazados. Hay, no obstante, ligeras diferencias desde un punto de vista histológico, en
cuanto a la evolución del tejido trasplantado en las dos condiciones de cultivo.
Los fragmentos cultivados adheridos al frasco de cultivo desaparecían completamente tres
semanas después de ser trasplantados, siendo el área injertada apenas identificable
nacroscópicamente. Por el contrario, en el caso de los fragmentos cultivados en suspensión sí
podía detensinarse la zona donde habían sido trasplantados e identificar histológicamente un
tejido fibroso. Los distintos resultados podrían deberse sinvlemente a alteraciones mecánicas
inducidas durante el trasplante, mayores en el caso de los cultivados adheridos al sustrato. En
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esta situación los fraguEntos se colocaban en el extremo de una aguja de jeringuilla cortada. El
otro extremo se introducía debajo de la cápsula renal y cori un pequeño émbolo se eupujaban los
fragmentos hasta oye aparecían debajo de ella. En el caso de los fragmentos cultivados en
suspensión se realizaba un corte en la cápsula renal con un bisturí ahuecáidose un pequeno
espacio en cuyo interior se eipijaban los fragmentos hasta que quedaban ccnnpletamente dentro del
riñón.
El análisis histológico de los fragmentos adheridos al frasco de cultivo demostraba,
durante la primera semana tras ser trasplantados, una cierta reorganización del componente
epitelial. Si bien a los dos días dichas células mostraban un aspecto enormemente primitivo,
similar al observado en el esbozo tímico de embriones de rata de 13 días <VICENTE y ZAPATA,
1991>, a los cinco días se había producido una maduración del coirponente epitelial que ahora
mostraba una clara heterogeneidad estructural. Además, el estudio estructural demostraba la
existencia de numerosos macrófagos, células de aspecto linfoide y elementos ultraestructuraliunte
semejantes a las interdigitantes identificadas in situ en la médula tímica. Esta cierta
organización del citorretículo tflnico es similar, en términos generales, a la observada por
KENDAfl y col. <1988> en fragmentos tíniicos cultivados en suspensión y trasplantados en ratas
‘nude’ alogénicas y singénicas, y será discutido en detalle más adelante.
En el caso de los fragmentos cultivados en suspensión trasplantados en ratas eutímicas el
estudio se inicié después de una semana y ya en ese manento podía hablarse de un cierto rechazo
del tejido trasplantado puesto que con independencia de que se tratara de fragmentos control o
tratados con dGuo o esA, en el área del trasplante había numerosos linfocitos y zonas necróticas
donde era difícil identificar las bandas de células epiteliales que habíamos observado cuando los
fragmentos eran trasplantados en ratas ‘nude” o en ratas eutíxnicas singénicas. No cbstante se
identificaron células citoqueratin? que expresaban moléculas del NEC de clase 11 del donante,
aunque la tinción aparecía muy alterada como consecuencia posiblemente del proceso de rechazo que
estaban sufriendo. En cualquiera de los dos tipos de fragmentos utilizados mo se observaron
restos del tejido a las 2-3 semanas del trasplante.
Parece claro que, a tenor de los resultados ultraestructurales e xnnunohistoguíinicos, lo
que se produce en ambas situaciones experimEntales es una cierta reorganización del tiim
trasplantado a partir de la maduración del componente epitelial del fragmento para inmediatamente
iiúciarse un rechazo del mismo con independencia de que el fragmento injertado hubiera sido
tratado o no con dGuo o CsA. El rechazo de injertos es un proceso innunológico con~lejo que se
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produce cuando el tejido trasplantado expresa moléculas del NEC que son reconocidas como extrañas
por las células del huésped, aunque con algunos tejidos cano el tiroides se ha descrito que la
nera expresión de estas noléculas no es suficiente para inducir la respuesta (lA ROSA y TMJ4AGE,
1990). La pregunta a contestar evidentemente es qué células pueden expresar tales moléculas en
los fragmentos que consiguientemente podrían ser responsables del rechazo de las mismas y porque
las drogas utilizadas no han impedido el rechazo. Esta incapacidad tendría que ver entonces en el
caso de la rata, a diferencia de lo propuesto en otros modelos experimentales, con su ineficacia
para eliminar de los fragmentos determinados tipos celulares.
Nuestros resultados inimmohistolóqicos denuestran que la expresión de moléculas del NEC
de clase II donante está básicamente asociada con el epitelio pero también probablemente con
células DC y/o niacrófagos. Por otra parte, tanto el análisis histológico cano el ultraestructural
indicaban que aunque en pequeño número las CC/IDe aparecen en el fragmento tanto antes cano
después del trasplante, aunque en este último caso no sabemos si eran originarias del donante o
emigraban desde los tejidos del huésped, un aspecto que posteriormente comentaremos.
Varios autores han estudiado la inmnogenicidad del epitelio trasplantado en este tipo de
experimentos. Al igual que lo que mestran nuestros resultados otros autores coirprobaron
previamente que las células epiteliales de los fragmentos trasplantados mantenían la expresión de
moléculas del NEC de clase 1 y II tanto en ratón (JEN3Il~SON y col., 1982; READY y col., 1984)
como en rata <SCEIJUBMAN y col., 1985 y 1986). Sin entargo, el análisis de la reactividad del
huésped hacia el epitelio trasplantado condujo a resultados contradictorios. En ratón el rechazo
del fragmento era exclusivamente dependiente de la presencia o no de DC (JENRINSON y col., 1982;
EEADY y col., 1984; BUCKIEY y col., 1988) que, según estos autores, podían ser eliminadas del
timo fetal si éste era cultivado en presencia de dGuo. Aparentemente el epitelio no era
inmunogénico aunque los autores no dieron explicación alguna sobre este fenómeno. También en
ratas unude trasplantadas con fragmentos tírnicos cultivados en suspensión siguiendo el mismo
protocolo aquí utilizado, SOHUIJENAN y col. <1986> concluyeron que el haplotipo del epitelio
trasplantado carecía de relevancia en la generación del repertorio in~licado en el
alorreconocianiento antigénico. En este sentido KYEIQSKI y col. (1984> demostraron que la expresión
de moléculas del NEC de clase II no es una condición suficiente para la presentación antigénica y
que, en concreto, la capacidad del epitelio tinco para presentar eficazmente antígenos a las
células T era escasa o nula. Por el contrario, las ratas eutiinicas rechazan fragmentos tflnicos
alogénicos cultivados en suspensión con» demiestran nuestros resultados y los de otros autores
(SCRUURMM y col., 1985 y 1986). Porqué los fragmentos alogénicos no son rechazados en las ratas
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anude” es algo todavía no suficientemente aclarado y posteriormente volveremos a discutirlo desde
otro punto de vista.
La antigenicidad del epitelio trasplantado ha sido por el contrario demostrada en
experimentos en los que fragmentos cultivados de timo de rata tratados con l,3Sim o con 4,OmM de
dGuo <concentración esta última que elimina por completo la proliferación de linfocitos
estimulados con mitógenos) eran rechazados cuando se trasplantaban en ratas eutímicas alogénicas
<GEORGIOU y BELIflRAIJ, 1989). Estos autores consideraron que el rechazo se debía a la persistente
inmenogenicidad del epitelio trasplantado. Así, cuando fragmentos de un detenninado haplotipo
<rr> cultivados con dGuo 4.Omld se trasplantaban en un huésped alogénico jflí0> que había sido
tiinectomizado, letalunte irradiado y reconstituido con médula ósea singénica <RTl”) que no
contenía células T, no eran rechazados y el fragmento era colonizado por células provenientes de
la médula ósea del huésped (RT10). Si después de más de un año el fragmento era extraído y se
trasplantaban de nuevo en un animal del mismo haplotipo que el primer huésped (RT10) pero
ininunocompetente, entonces sí había rechazo. Debido a que las células dendríticas del fragmento
eran del haplotipo del huésped, el rechazo habría que achacarlo a la fuerte antigenicidad del
epitelio donante mantenida durante más de un año <GEORGIa] y BELIL3RAU, 1989). No se hace mención,
sin entargo, en estos experimentos a que la dGuo, cano demuestran nuestros resultados y los de
otros autores <SCHUURNM y col., 1982), no tiene significativos efectos scbre los componentes
celulares del estrorria de los fragmentos cultivados del timo de rata. En este sentido los autores
sugieren que durante el año en que los fragmentos están en el huésped immnoincorpetente se
produce un ‘sobrecrecimiento de las DC del huésped respecto de las De donantes que pudiesen
quedar después del tratamiento con la dGuo. Queda por tanto la duda de que la eliminación de las
DC donantes no fuese canpleta durante el periodo de cultivo y que el rechazo observado en el
huésped inmunocompetente se debiera, al menos en parte, a la presencia de dichas It.
Si el epitelio no fuese innunogénico entonces habría necesariamente que pensar en primer
lugar en la presencia de De del donante en el fragmento cano sugieren nuestros resultados y los
de otros autores <SCHUURNAN y col., 1985 y 1986> 0, en todo caso, en un posible papel en el
proceso de macrófagos que expresasen moléculas del NEC de clase II que oyedasen en los fragmentos
trasplantados.
En cuanto a la importancia de las De en el rechazo de aloinjertos las evidencias son
numerosas y consiguientemente nuestra discusión se enfocará hacia si en nuestras condiciones
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experimentales pueden persistir o mo las LE del haplotipo donante en los fragmentos control o
tratados con dCuo o OsA antes y después del trasplante.
El trasplante de tejidos con fines terapéuticos o aplicados al estudio de distintos
problemas inmunológicos ha conllevado en numerosas ocasiones la utilización de diferentes
protocolos tendentes a disminuir la inimmogenicidad del tejido, tratando especialmente de
eliminar las lE, potentes estimuladores de las respuestas inmunes alogénicas y los linfocitos
responsables de reacciones injerto contra huésped. En algunas ocasiones la pérdida de
inmunogenicidad se ha logrado simplemente cultivando el tejido durante cierto tiempo en
condiciones estándar (IMFERTY y col., 1976; SCHULTB-MISERMAN y col., 1918; HONG y col., 1979;
LAPFERTY, 1980>. En otras ocasiones se han adoptado otras aproximaciones experimentales cano el
cultivo en condiciones sub6ptims a bajas temperaturas <24%> <JORDM1 y CEQUSE, 1980; JORDAN y
col., 1985a; MAERMAN y col., 1990) o a presión de oxígeno atnÉsférica (LA ROSA y 9!AU4AGE, 1990;
VAN GULIK y col., 1990>, la irradiación del tejido después de ser cultivado <WATKINS y SHARP,
1979; SCHUIJBI4AN y col., 1982; LAU y col., 1984>, la incubación del mismo con anticuerpos anti-Ia
y complemento (FAUSIWiN y col., 1981; lEWIS y col., 1989) y el uso de productos selectivamente
tóxicos para algunas de las poblaciones celulares presentes en el tejido cultivado. En este
sentido se ha apuntado que, in vitro, la dGuo es tóxica para linfocitos y células dendríticas
<JENRINSON y col., 1982; OWEN y JENKINSON, 1984; REALY y col., 1984; GEORGIQU y BELLASRA!], 1989)
aunque, cano enseguida discutiremos, las evidencias acerca de sus efectos s~re estas últimas son
sólo indirectas.
Realmente los efectos de la acción directa de la dGuo han sido estudiados sobre
suspensiones celulares de linfocitos periféricos o timocitos <COHEN y col., 1980; KIZAU y col,,
1988; FAIRBANKS y col., 1990> sin que existan en la literatura datos sobre su efecto sobre
cultivos primarios de estroma tínico.
Nuestros resultados muestran que la dGuo induce, en un efecto dependiente de dosis (nís
drástico a concentraciones de 2,5n14 y 4,0r~4>, un retraso en la aparición y el crecimiento de las
células que habitualmente crecen en los cultivos primarios control de estrana timico de rata pero
nunca la desaparición selectiva de ninguno de ellos, salvo la masiva urtandad linfoide. La
concentración utilizada en la mayoría de nuestros experimentos <l,35w&1) es 135 veces mayor que
aquella (10PM> a la que la dGuo inhibe la proliferación espontánea de tiuccitos de ratón. Para
inhibir la de otros tipos celulares cono timocitos activados con mitógenos, PEL o células E hacen
falta concentraciones mucho mayores <300PM) (COREN y col., 1980). Parece claro entonces que la
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aparente especificidad de la droga sobre los timocitos se produce sólo a concentraciones bajas y
dicha especificidad desaparece a dosis mayores y, así, en nuestros cultivos la dGuo está actuando
probablemente sobre cualquier tipo celular que esté en ciclo. En apoyo de esta idea está, el hecho
de que cuando se retiraba la droga del medio de cultivo se producía una rápida proliferación de
fibroblastos, células que en los cultivos control exhiben un alto índice de proliferación.
Bajo esta perspectiva no es de extrañar que nuestros resultados, tanto en los cultivos de
estroma adheridos al frasco de cultivo como en aquellos mantenidos en suspensión, sugieran la
presencia de It, un tipo celular con un bajo nivel de recambio. Así, en los cultivos primarios de
estroma mantenidos 5 dias con dGuo l,35r14 aparecían pequeffas células redondeadas con una alta
expresión de moléculas del NEC de clase II, similares a las existentes en los cultivos control, y
que posiblemente corresponden a precursores de células dendríticas. Además, en cultivos
mantenidos durante más tiempo con la droga aparecían las típicas DC maduras con largas
prolongaciones citoplásmicas y una fuerte expresión de moléculas del NEC de clase II.
Cuando lo que se considera es el contenido de los fragmentos antes de ser trasplantados
con antes ttodos de cultivo, los resultados son equivalentes y de nuevo en ningún caso se
observaron diferencias sustanciales entre fragmentos control y aquellos tratados con dGuo o CeA,
salvo la mayor mortalidad, especialmente de células linfoides, en los fragmentos tratados.
SCHUIJRJ4Al4 y col. (1982) comprobaron también que la dcuo no tenía ningún efecto sobre la
morfología de los fragmentos provenientes de cultivos en suspensión de timo de rata, argumentando
que la droga tenía en realidad sólainente efectos sobre la proliferación linfoide, células que al
final del período de cultivo y en las condiciones descritas por los autores no estaban presentes
en los fragmentos.
En los fragmentos control cultivados adheridos al soporte de cultivo predominan los
fibroblastos y nacrófagos y el desarrollo epitelial no era grande. Los fragmentos tratados con
dGuo 1, 3Sirt4 contenían mayor cantidad de epitelio que los controles, distribuyéndose
particularmente en la periferia pero también hacia el interior en algunas zonas. Además se
identificaron morfológicamente macrófagos y células que se asemejaban a las interdigitantes de la
médula tímica pero cuya presencia no pudo ser confirmada a microscopia electrónica.
Estos resultados fueron similares cuando los fragmentos se cultivaron en filtros
Nucleopore de 0,8pm de tamaño de poro de acuerdo con la técnica descrita por JENRINSON y col, en
1982. <Figs. 245, 246, 247>. Estos autores, que utilizaron timo fetal de ratón, no hacen
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referencia a la morfología de los fragmentos cultivados, haciendo mención únicamente a la
elnninación de las células linfoides y a la posible ausencia de DC en los fragmentos cultivados
con dGuo. En nuestro caso hemos comprobado que durante el período de cultivo los fragmentos
cultivados con este sistema pierden la citoarquitectura tínica sie¡t la morfología de los mismos
muy similar a la que presentaban los fragmentos adheridos al soporte de cultivo. Al igual que
éstos, podía observarse una mayor presencia del componente epitelial en los fragmentos tratados
con dGuo que los cultivados en medio control.
En el caso de los cultivos en suspensión los fragmentos están constituidos por una matriz
colágena con células epiteliales dispuestas en gnipos compactos en el interior o rodeando más o
menos por completo el fragmento. En general poseían menor contenido celular que los fragmentos
provenientes de fragmentos adheridos al sustrato, consecuencia posiblemente de su menor tamaño y
del continuo lavado a que son sometidos los cultivados en suspensión. La presencia de epitelio en
este tipo de fragmentos fué confirmada iniminohistcqnLnicanente mediante anticuerpos anti-
queratina. Además, los fragmentos se teñían con el anticuerpo monoclonal His-39, que reconoce
situ epitelio subcapsular y de la médula tímica de rata, pero escasamente con Bis—38, especifico
de epitelio cortical.
En los fragmentos cultivados en suspensión también identifican»s macrófagos EDV y ED2~,
mientras que la expresión de antígenos del NEC de clase 1 y II era especialmente difícil de
assignar a tipos celulares concretos porque la calidad de los cortes no lo permitía.
Los datos existentes en la literatura coinciden con los nuestros en señalar la
importancia del contenido epitelial de los fragmentos, tanto en ratón (SCHULTE-WISERMAN y col.,
1978; JENKINSON y col., 1982; ilNDALL y col., 1988> como en rata <SCHUUBMAN y col., 1985 y 1986)
y en humanos <BALERCIA y col., 199Gb) pero ninguno menciona específicamente la existencia o no de
LE. Por el contrario, los distintos trabajos asunen, directa o b~irectanente, que las DC
presentes en los fragmentos después de ser trasplantados provienen exclusivamente del huésped. No
obstante, nuestros resultados ultraestructurales, aunque necesitan confirmación, identifican DC
5 días despiés del trasplante de los fragmentos, un tieirjo posiblemente muy corto, cano luego
analizaremos con mayor detalle, para que haya habido colonización de CC del huépsed.
En experimentos con ratas Unudel trasplantadas con fragmentos tíniicos cultivados en
suspensión, SCHUURI4AN y col. <1987> demuestran una llegada de células dendríticas del huésped al
interior de los fragmentos, aunque no deniestran de fonna concluyente la ausencia de LE del
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donante. En el caso de los ratones, READY y col. <1984) observaban que los lóbulos timicos de
fetos de 14 días cultivados en medio control eran rechazados si se trasplantaban en ratones
cutímicos alogénicos pero no si al cultivo se añadía dGuo. Los autores argumentaban que la dGuo,
además de eliminar los linfocitos del cultivo, eliminaba también las DC, lo que iq~edla que el
fragmento fuera rechazado. Aunque en ningún momento se verificó en realidad la presencia o
ausencia de It, los autores basaban su hipótesis en el hecho de que si a los ratones
trasplantados con lóbulos tímicos cultivados en presencia de dGuo se les inyectaba un determinado
número de It purificadas de bazo de ratones del mismo haplotipo que el fragmento trasplantado, sí
se producía el rechazo de los fragmentos (BENSON y col., ¡987>.
Hay, desde nuestro punto de vista, una explicación alternativa a estos resultados.
Evidentemente la presencia de un número suficientemente alto de DC es necesaria para inducir el
rechazo de aloinjertos cano es perfectamente conocido (revisado por RQSENBERG y SINGER, 1992).
Sin embargo parece que el problema en estos expernnentos es cuantitativo en relación al número de
It presentes en los fragmentos. Probablemente el número de LE en embriones de 14 días sea muy
bajo, aunque sí podrían existir precursores que ya hubieran colonizado el timo en ese mcaento.
Algunos de ellos podrían ser eliminados y tras el trasplante el número de LE maduras sería muy
bajo con lo que sólo en ciertas condiciones el tejido sería rechazado. Así, en los experimentos
originales (READY y col,, 1984) algunos de los animales trasplantados con fragmentos cultivados
con dGuo eran rechazados, y en trabajos posteriores del mismo grupo se demostraba que si el
número de fragmentos tratados con dGuo que se trasplantaba era alto eran igualmente rechazados,
al igual que los cultivados en medio control (BUCKLEX y col., 1988). En nuestro caso el tejido
utilizado, tino adulto, contiene presinniblemente un mayor número de It maduras y menor de
precursores, que pudieran ser eliminadas por la droga. Consecuentemente, aparte de que quizás la
dGuo no produce los mismos efectos en rata y en ratón, esta explicación podría clarificar la
diferencia de resultados observados en ambos modelos experimentales.
Por tanto, si aceptanus que las DC no son eliminadas durante el periodo de cultivo ni en
presencia ni en ausencia de deuo no es de extrañar que los fragmentos trasplantados en las ratas
eutimicas alogénicas sean rechazados independientemente del medio de cultivo utilizado. Una
posibilidad que debemos señalar aunque nosotros descartamos es que los fragmentos adheridos al
frasco de cultivo, tanto controles como tratados con dGuo, se trasplantaban en el mismo animal
<en diferente riñón). Podría pensarse que en estas condiciones el sistema innvne del huésped
podría ser activado por las nc de los fragmentos control y ello afectar también a los tratados.
Sin embargo, en el caso de los fragmentos cultivados en suspensión donde esta situación de
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trasplante no se produce (se operaba sólo un riñón y se injertaban fragmentos o bien control o
bien tratados) había igualmente rechazo cuando los fragmentos, tratados o no con dGuo, eran
trasplantados en huéspedes eutímicos alogénicos.
Finalmente, y como ya habíamos comentado previamente, los macrófagos tímicos pueden
expresar igualmente moléculas del MBC de clase II <NABAPRA y PAPIERNII, 1988), aunque es motivo
de controversia si dichas moléculas podrían estar irplicadas en los procesos de restricción y
tolerancia de los tinrcitos. Tanto nuestros datos ultraestructurales cono los inmunohistológicos
demuestran la presencia de moróf¿gas en los fragmentos trasplantados, de manera que cuando se
produce la colonización linfoide de las células epiteliales y la citoarquitectura tími.ca se ha
recuperado en los fragmentos trasplantados cultivados en suspensión, los macrófagos presentan un
patrón de tinción similar al encontrado en el timo normal. Entonces, en las áreas corticales hay
células que expresan moléculas del NEC de clase II del haplotipo del huésped con un a.~distribución
como el que presentan los macrófagos in situ en la corteza de tinos normales. El patrón del Milo
de clase II del donante en la corteza es casi exclusivamente reticular y por tanto achacable a
células epiteliales,si bien es posible que también haya niacrófagos que expresen moléculas del MEC
de clase II del donante.
Posiblemente se trataría de un problema en la velocidad de recambio entre las poblaciones
nacrofágicas ED1 y E02 del donante y del huésped, puesto que en atas se ha demostrado, aunque
de fonna variable, la expresión de moléculas del MBC de clase II (RAMPINGA y ASPINALL, 1990;
M?JRARSKA y col., 1991>. La relativa rápida entrada de macrófagos tanto EDL caixo ED2 demostrada
inmunohistológicamente en los fragmentos cultivados en suspensión contrasta con otros estudios en
los que se realiza un trasplante vascular de timo (KAHPI14GA y col., 1990a), donde se produce un
rápido recambio, en menos de tres semanas, de las células dendríticas del donante presentes en el
timo trasplantado. Sin embargo, el recambio de la snbpcblación de macrófagos corticales (ED2’) es
muchísimo más lento y sólo el 60% de los macrófagos del huésped han sustituido a los del donante
después de dos meses y medio de trasplante (KM4PINGA y col., 199Gb>. Igualmente en experimentos
de irradiación y reconstitución con células de médula ósea alogénica y semialogénica se ha
encontrado que hay un rápido recambio de la subpoblación de macrófagos ED1~ y las ¡DC puesto que
a las 4 semanas de la reconstitución estas subpoblaciones presentan un fenotipo del huésped
irradiado. Al igual que en el caso anterior, la población ED2 del huésped, por el contrario, se
mantiene durante más de 26 semanas (MIJRMSKA y col., 19911.
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Consiguientemente, temiendo en cuenta que la subpoblación ED2~ puede expresar ucléculas
del NEC de clase II, que en experimentos con quimeras de irradiación (2360110 y col., 1987) se ha
descrito que un número muy bajo de células de médula ósea son suficientes para generar tolerancia
a lo propio y que en experimentos con trasplantes de timo alogénico la pérdida de tolerancia a lo
propio se pierde a los 12 meses del trasplante <cuando los macrófaqos pueden haber sido
recambiados) pero no a los 3 (ISAAK y LAKE, 1982) se podría especular que los macrófagos ED2~ que
expresan mléculas del NEc de clase II del donante presentes incluso en bajo número en los
fragmentos trasplantados podrían ser responsables de su rechazo en combinaciones eutimicaa.
En los casos canentados las diferencias en la velocidad de recatio podrían deberse a la
vía por la que estas células pueden entrar en los trasplantes o en el timo trasplantado o
irradiado: en éstos el timo trasplantado se conecta a la circulación sanguínea vta por la que el
tinto de animal irradiado también recibe el aporte de células, mientras que en el tejido
trasplantado podrían venir de la neovascularización producida en el trasplante o del parénquima
del riñón.
Con respecto al predominio de células epiteliales que antes conentábantos y que en nuestro
caso era especialmente evidente en los fragmentos cultivados con adherencia al sustrato en
presencia de dGuo, la mayoría de los trabajos antes mencionados apuntaban igual situación. La
explicación a este hecho podría encontrarse en que linfocitos, macrófagos y LE y sus precursores
son células ni5viles que pueden “abandonar” fácilmente los fragmentos o que son eliminados de
ellos por el tratamiento mecánico que sufren éstos. En el caso de los fragmentos tratados con
dGuo, y a tenor de lo anteriormente mencionado sobre los posibles mecanismos de acción de la
droga, fibroblastos, linfocitos y PTh son células que, de acuerdo a nuestros resultados,
proliferan enormenDnte en los cultivos con lo que fácilmente pueden ser “blanco” para la acción
de la droga, lo que facilitaría, además, el crecimiento de las colonias de células epiteliales
que normalmente quedan rodeadas por bandas de fibroblastos. Consiguientemente, no parece que este
predominio epitelial se del» a que las células epiteliales proliferan más en estas condiciones
que los otros tipos celulares presentes en los fragmentos. En este sentido, HONG y col. <1979)
demostraron que no hay proliferación epitelial en este tipo de cultivos, a tenor de la falta de
incorporación de tiinidina tritiada en dichas células.
Nuestro análisis ultraestructural demostraba la existencia de células epiteliales con
diferente grado de diferenciación en los fragmentos a juzgar por su densidad electrónica y grado
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de desarrollo de filamentos citoplásmicos y desmosceas, pero siempre se podían encontrar algunas
de ellas con características de células muy primitivas. Una similar gradación en cuanto a grado
de diferenciación fué señalada por HAIflCIA y col. (1990a,b) en fragmentos cultivados de tir
humano. Estos autores describen tres tipos de células epiteliales: uno primitivo, otro con
gránulos secretores y un tercero con un fuerte desarrollo de filamentos citoplásmicos que
dencqninan por ello epidermioide, y apuntan que en los fragmentos se produce un cierto grado de
desdiferenciación que hace difícil asimilar estos tipos celulares a los reconocidos in situ. Los
autores, además, especulan con que este primitivismo o desdiferenciación epitelial es debido a la
pérdida de los linfocitos ocasionada por las condiciones del cultivo. También, JORDAN y col.
(1985a) describen dos tipos básicos de células epiteliales. Uno, minoritario, compuesto por
células indiferenciadas y otro, mayoritario, compuesto por células con numerosos desmosanas y
filamentos citoplásmicos.
La situación, por otro lado, es comparable, en cierta medida, a la descrita en el tiim de
ratones SCID donde la ausencia de expresión de determinados marcadores específicos del epitelio
medular se restaura tras la colonización del órgano por células inyectadas de médula ósea (SB)RES
y col., 1991). Si bien la idea, cada día más aceptada, de que la influencia del estroina tínico
sobre los timocitos no es unidireccional y que éstos tienen gran importancia para la correcta
maduración del estrana, lo cierto es que los datos actuales sólo permiten hacer conjeturas al
respecto.
También JORDAN y col. (1985aJ describen, en cultivos subóptimos a baja temperatura, de
timos fetales de ratón de 14 días dos tipos de células epiteliales que los autores consideran
reflejo de la dualidad ecto—endodénnica del origen embriológico del epitelio tínico. De los dos
tipos las células más numerosas son poligonales, poco densas a los electrones y forman capas
compactas fuertemente unidas por desmosanas que después de trasplantar los fragmentos in vivo en
ratones “mide” se asocian con linfocitos organizando una trata reticular histológicamente similar
a la de la corteza tínica. Los autores sugieren que dichas células tendrían un origen
ectodérnico. Las otras células, densas a los electrones, con interdigitaciones laterales,
microvellosidades y, a veces, cilios, se localizaban en el centro del fragmento bordeando la luz
de cavidades similares a los quistes epiteliales de la médula tíinica. los autores las consideran
primitivas porque se asemejan ultraestructuralmente a las que fornan el estroma del rudinEnto
thnico en los ratones mide y, sobre esa base, las consideraron de origen endodérmico.
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Por últimD KENDALL y col. (1988), utilizando un sistema de cultivo en suspensión idéntico
al usado en nuestros experimentos, describen ultraestructuralmente en los fragmentos un 6nico
tipo de célula epitelial con abundantes tonofilamentos, patentes desmostas, elevada densidad
electrónica y frecuentes gotas lipídicas en su citoplasma. Probablemente estas células
representan un estadio de maduración más avanzada que el observado por nosotros en los fragmentos
cultivados adheridos al sustrato, a tenor de su mayor densidad electrónica y desarrollo de
desmosornas y tonofilamentos. La diferencia puede deberse simplemente a las distintas condiciones
de cultivo. No obstante, algunas observaciones ultraestructurales realizadas con nuestros
fragmentos cultivados en supensión confirman, ccoo en los fragmentos adheridos al sustrato, la
heterogeneidad del epitelio presente en ellos.
Este hecho viene además avalado por la heterogeneidad observada a nivel inumohistológico
tanto por nosotros como por KENDALL y col. <1988) al reconocer en los fragmentos células
epiteliales His-3t, His-394 y, en menor medida, His-38~.
Es notable el predominio de células His-39~, de fenotipo medular, frente a las His-38~
asociadas in situ a la corteza tiinica. Ello puede apoyar el mencionado primitivismo o
desdiferenciación sufrida por el epitelio en cultivo dado que durante la ontogenia del timo de
rata el esbozo epitelial tímico se tille mucho antes con Ris-39 que con His-38 (RAMPINCA y
ASPINALL, 1990) aunque, como, luego revisaremos críticamente, REEDALL y col. <1988> consideran
que la condición de los fragmentos cultivados en suspensión no es equivalente ni mtnetiza la
ontogenia del estros tímico.
La utilización en estos experimentos de CsA con la idea de obviar la inmunogenicidad de
los fragmentos cuando se trasplantaban en combinaciones alogénicas se basó en experimentos
anteriores que demostraban que, in vivo, la CsA, además de inducir la involución tímica, producía
la eliminación de las DC (BESCEORNER y col., 1987; HANUEI y col., 1987; SCHUUBMAN y col., 1990),
un descenso en la expresión de moléculas del MHC de clase II en células epiteliales <HIRAMINE y
col., 1989) y una reducción en la proliferación y diferenciación de timccitos en cultivos de
timos fetales de ratón <SIEGEL y col., 1990>. No existen datos, sin embargo, hasta nuestro
conocimiento, acerca de los efectos de la CsA sobre los componentes de los fragmentos cultivados
del timo de rata. En cultivos organotípicos de timo fetal de ratón, utilizando dosis similares a
las nuestras, HOSIJGI y col. (1989> encuentran que la CsA inpide la formación de tinceitos
inmaduros DP y la de maduros SP, pero no describen si la CsA tiene efectos adicionales sobre las
células del estros en estas condiciones. Por su parte el TB¶¡V es un componente selectivamente
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tóxico para los tinicitos IIL!JYQ e in vitro y, administrado in vivo, produce atrofia tímica,
eliminación de linfocitos en bazo y ganglios linfáticos y linfopenia en sangre. El efecto se debe
a la muerte de linfocitos intratí¡nicos no afectíndose, sin embargo, las células de médula ósea
VOS y ccl., 1984>.
Nosotros no encontramos, en los fragmentos tratados con CsA 3, Opg/ml cultivados en
suspensión, que fueron los que posteriormente fueron utilizados para el trasplante, grandes
diferencias respecto a las características histológicas e inmunohistoquimicas descritas para los
fragmentos control o tratados con dQio. Es decir, dichos fragmentos estaban compuestos también
por células epiteliales y en las tinciones con anticuerpos dirigidos contra MHC de clase II
obtuvimos similares resultados a los ya comentados en los fragmentos control y tratados con cEno,
No obstante, en los fragmentos tratados con la dosis mayor lOpg/ml) aparecían numerosas células
picnótícas. Por el contrario, con todas las dosis utilizadas de TBIXJ, la mayoría de las células
en el fragmento presentaban un aspecto picnótico incluso después de sólo 4 días de cultivo.
Puede resultar sorprendente que diferentes concentraciones de dGuo y OsA no tengan un
reflejo más acentuado en las características histológicas e innunohistcquíinicas de los fragmEntos
cultivados en suspensión. Creemos que esto puede deberse únicamente a las concentraciones
utilizadas, independientemente del producto utilizado. Así, concentraciones excesivamente altas,
como ocurre con el TETO y con la mayor concentración de CsA (lOpg/inl), sí producen efectos
palpables mientras que con el resto de concentraciones utilizadas, l,JSnÚf, 2,SnM y 4,OnM para la
dGuo y l,Opg/ml y 3,OpgIml para la CsA no se observan dichos cambios. Es posible que el protocolo
seguido con los fragmentos en suspensión tenga cor resultado, como ya se canentó anteriormEnte,
la mayor salida de células del fragmento de forma que este factor sea predominante sobre el
efecto de los suplementos presentes en el medio de cultivo, acepto cuando éstos están a
concentraciones que irplican la muerte de las células.
A temor de estos resultados es interesante analizar si en el caso de los fragmentos
traspaintados en ratas atiniicas la condición que se establece es histológica y fucionalmnte
equivalente a la mostrada por un tuno normal. En otras palabras si hay o no una verdadera
recuperación del sistema T en las ratas trasplantadas. los fragmentos cultivados en suspensión en
medio control y trasplantados en ratas unudeh, tanto en combinación alogénica cano singénica,
recuperan la citoarquitectura tíinica con zonas diferenciadas de corteza y médula después de E
semanas de trasplante confirmando resultados anteriores en los que se utilizó la misma
metodología que la usada en nuestro trabajo (SCH?JURMM y col., 1982, 1985, 1985 y 1987). En el
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proceso de recuperación se produce la colonización del fragnnnto trasplantado por parte de
linfocitos y DC del huésped lo que origina un fragmento quimérico que expresa moléculas del
haplotipo donante en las células epiteliales mientras que los linfocitos y £C expresan el
haplotipo del huésped. Este proceso, además, no se vio afectado por la presencia de dcuo o CeA en
el medio de cultivo, lo que está de acuerdo con el hecho de que no observásemos efectos
irportantes, ni histológicos ni inmunohistoquiinicos, de estos productos en los fragmentos
cultivados en suspensión.
los linfocitos presentes en los trasplantes que contribuyen a la recuperación de la
histología tímica normal se originan en el huésped puesto que se tiñen exclusivamente con el
anticuerpo rnoclonal específico de nniéculas del HBC de clsae 1 dei huésped (U9-F4-BL). Podría
pensarse que algunos de los linfocitos presentes en los fragmentos cultivados antes del
trasplante pudiesen contribuir a dicha recuperación, puesto que tanto otros autores <JORDAN y
CROUSB< 1980> cano nosotros observamos la presencia de linfocitos viables incluso dos semanas
después del cultivo. Es significativo en este sentido que las ratas “mude” que son inyectadas
incluso con un injiero elevado de tinccitos (similar al que hay en un timo normal de una rata
joven) no son capaces de reconstituir las áreas T dependientes de sus órganos linfoides
periféricos (SCBUURMAN y col., 1985), pero sí lo hacen aquellas que reciben linfocitos
periféricos maduros BELL y col. <1987>.
GeneraLmente no hay linfocitos en los trasplantes procesados a las 2 semanas, si bien se
distinguen algunos en el tejido conjuntivo que rcdea las bandas de células epiteliales. Dichas
células se tillen con los anticuerpos 01-19 <anti-CD5) y R73 (anti-tR a~) mientras que el patrón
para ER-2 (anti-CD4> y 01-8 (anti-CD8) aun representando básicamente linfocitos podrían incluir
también a macrófagos y células NR respectivamente. Pese a estas consideraciones todos los
linfocitos a las 4 semanas del trasplante situados en las bandas epiteliales y los presentes en
la corteza de los lóbulos a las 6 semanas semanas del trasplante son positivos para CD4 y CM a
juzgar por los patrones de tinción exhibidos en cortes seriados, lo que sugiere que estos
linfocitos serían innaduros con un fenotipo DP.
MemAs de la llegada de linfocitos parece producirse también migración de DC del huésped
al interior del fragmento, con independencia de la ya discutida presencia de DC del donante, a
tenor del patrón de tinción observado con el anticuerpo especifico para las moléculas del E de
clase IT del huésped, lo que había sido también previamente observado, en trabajos en rata
(BARCIAY y MAYRHOFER, 1981; SCHUURI4AN y col., 1986, 1987 y 1989>, ratón (READY y col., 1984;
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JENRINSON y OWEN, 1990> y en quimeras pollo-codorniz <0111(1 y col., 1988>. La llegada de dichas
células en modelos experimentales equivalentes al aquí presentado no sucede, a tenor de los datos
disponibles en la literatura (OLIVER y LE OGUARIN, 1984> antes de una semana, lo que confirma
nuestra hipótesis de que en la fragmentos trasplantados hay DC provenientes del donante, puesto
que nuestro estudio ultraestructural sugiere su presencia en los fragmentos a los 5 días del
trasplante.
A las 2 semanas, estas células del huésped (OX—3fl aparecían tanto en las bandas de
células epiteliales como en el tejido conectivo que las rodeaba. Puesto que la distribución de
macrófagos ED1~ y ED2~ afectaba en este momento exclusivamente al tejido conectivo hay que pensar
que las células OX-34 dentro de las bandas epiteliales correspondían únicamente a LE del huésped.
Por el contrario, a 6 semanas, cuando ya se pueden diferenciar claramente en los fragmentos
reconstituidos una zona cortical y otra medular, las células positivas para OX-3 aparecen en
sitas zonas, coincidiendo el patrón en la corteza con el patrón de tinción de los macrófagos.
Este resultado es similar a los descritos en ratas irradiadas y reconstituidas con células de
médula ósea alogénica y semialogénica (BARCIA! y NAYREO?’ER, 1981; MURAWSKA y col., 1991). En
inzunodetecciones realizadas con el anticuerpo 1F119, especifico para células deidriticas en
rata, MURA1~SXA y col. (1991) no encuentran, sin embargo, esta tinción en la zona cortical, por lo
que cabe suponer que el marcaje de clase U encontrado por estos autores y por nosotros en áreas
corticales sea debido excusivamente a macrófagos. No podemos descartar, sin embargo, que estas
células pudiesen ser realmente dendríticas y que presenten una distribución cortical, anormal si
se compara con la situación iii situ en timo de ratas normales. En este mismo sentido RSIAO y col.
(1991) han encontrado recientemente que en tinos de ratas posnatales de 1 día hay células
dendríticas tanto en corteza cano en médula. Desgraciadamente estos autores utilizaron para su
identificación el anticuerpo n=noclonalTBPM-1 que, en algunos tejidos, tiñe también monocitos y
nacrófagos, con lo que la existencia de DC necesita una mejor confirmación.
ms resultados presentados demuestran que los fragmentos trasplantados en ratas “nude”,
en cualquiera de las condiciones experimentales ensayadas, recuperan aparentemente la morfología
de un timo normal. Sin embargo, la realidad es que la recuperación de estas ratas atimicas no es
total. Por ejemplo algunos lóbulos, a juzgar por el patrón de tinción para citoqueratinas que no
muestra una región sutcapsular similar a la observada in situ. Por otro lado, si las células que
expresan moléculas del MEO de clase II del haplotipo del huésped correspondieran reaLmente a DO y
no a nacrófagos, la distribución tisular de las primeras diferiría igualmente de la condición
normal del tino. No hay tampoco datos acerca de la irrigación sanguínea de los lóbulos ni si
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establecen entre ellos algún tipo de barrera, Todo ello podría significar que la diferenciación ‘E
que podría tener lugar en estos fragmentos podría no ser equivalente a la que sucede ni vivo
.
Con respecto a la funcionalidad de estas ratas atímnicas injertadas con fragmentos
cultivados los datos, no completamente comprendidos, sugieren que la recuperación tampoco es
total y podría ser reflejo de la condición quiii&ica del timo, con células que expresan moléculas
del M~ de clase 1 y clase II del donante en el epitelio cortical y medular y de moléculas del
MHO de clase 1 del donante en linfocitos y de clase II en DO. Nuestros datos apuntan además a la
expresión del MHO de clase II donante probablemente en algunos macrófagos y DG.
De los datos recogidos de la literatura se deduce que estos animales recuperan la mayoría
de su potencial inumológico, repcblándose las áreas E dependientes en los órganos linfoides
periféricos (HONG y col., 1979; SCHIJURMAN y col., 1985, 1986 y 1987> y rechazando aloinjertos
cutáneos (SCHIJURMAN y col., 1986, 1981 y 1989). Los linfocitos extraídos de los fragmentos
adquieren la capacidad de proliferar en respuesta a nd.tógenos (HONG y col., 1979; SCBUUBI4AN y
col., 1985, 1986 y 1987; MAR y col., 1988; MAR y col., 1989>, responden en MW (READY y col.,
1984; SORDURMAN y col., 1986 y 1987; OHKI y col., 1988) y CML (JENSRI y HONG, 1985; EME y col.,
1988; RAM y col., 1989> y eliminan células autorreactivas in vivo (!IJURI y col., 1990).
Sin embargo, la reactividad entre células del huésped y células del haplotipo del
fragmento trasplantado no son fáciles de entender, habiéndose obtenido resultados
contradictorios. Tanto en rata (SCHUUR!4AN y col., 1985, 1986 y 1981> como en ratón (HONG y MDPP,
1982; REAflY y col., 1984; YUUKI y col., 1990; SUZUKI y col., 1989; GEORGIQU y BELLGRAU, 1989) se
ha demostrado que animales “nude” trasplantados muestran tolerancia hacia el haplotipo del
huésped, lo que enfatiza la importancia de las células que colonizan el trasplante desde la
médula ósea del huésped en la generación de tolerancia de los linfocitos ‘E generados en el mismo.
Este hecho también ha sido comprobado mediante el análisis de las poblaciones T nirinas en la
periferia. En este caso, los linfocitos V~3~ se eliminan si el huésped “mude” expresa Mls—2
(YIJIJKI y col., 1990>.
La reactividad de los linfocitos de animales atíinicos trasplantados hacia los tejidos del
donante ha conducido a resultados contradictorios tanto cuando se ha comparado la situación entre
diferentes especies como cuando la valoración se ha realizado in vivo o in situ. En primer lugar
los animales trasplantados no rechazan injertos alogénicos de piel de animales con igual
haplotipo que el de los fraqmntos Unicos cultivados trasplantados (HONG y KW??, 1982; JENSKI y
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[lONG,1985; JORUAN y col., 1985b; SCHUIJRMM y col., 1985, 1986, 1987; HUCKLEY y col., 1988; LE
DOUARINycol., 1989; SCEUURMANycol., 1989; BOFmANNycol., 1992).
Cuando el análisis se realiza i¡Lzitm los resultados no son tan contundentes. En ratón,
en condiciones experimentales similares a las aquí utilizadas, los tinÉcitos muestran tolerancia
parcial hacia el haplotipo donante aunque los resultados observados son muy variables. En
ocasiones los linfocitos no son tolerantes con las moléculas del MEO de clase 1 en ensayos de
citotoxicidad, pero si frente a moléculas del MHO de clase II en cultivos mixtos (SUZUKI y col.,
1989). En otros casos la tolerancia a moléculas del MHO de clase II es ccmpleta en cada animal
pero parcial en el sentido de que sólo se da en un tercio de los ratones estudiados (OHKI y col.,
1988). Además, las células V~6, que en ratones eutímicos que expresan Mls-l están con~letamnte
ausentes, son eliminadas sólo parcialmente en ratones “nude trasplantados con fragmentos Unicos
alogénicos de haplotípo MIs-? y, para este mismo superantígeno, BANDEIHA y col. (1992)
encuentran que el epitelio mo induce ni eliminación clonal ni anergia a los tiiuocitos.
Recientemente, HOFFNAB y col. <1992) confirmaban estas diferencias entre la condición in vivo e
in vitro en un ensayo en ratón en el que se trasplantaban fragmentos tixiicos de extriones de 9-10
días de edad, que presuinil>lemnte estaban cor~uestos exclusivamente por epitelio ya que en este
momento no se ha producido la colonización de células de la médula ósea. En esta situación,
mientras los linfocitos generados en los animales trasplantados aceptan injertos de piel del
haplotipo del epitelio trasplantado, muestran una alta reactividad contra ese mismo haplotipo en
ensayos in vitro
.
En el caso de la rata tantién se ha descrito un atolerancia parcial hacia el haplotipo
del donante con resultados similares a los encontrados por HOFFMAN y col. (1992): mientras que
los linfocitos aparentemente ignoraron el haplotipo donante expresado las células epiteliales del
fragmento trasplantado y el aninial no rechazó trasplantes de piel de ese mismo haplotipo, sí
mostró reactividad in vítro contra él, si bien no se observ6 en todos los ensayos realizados
<SCHUURI4AR y col., 1985, 1986, 1987, 1989>.
En nuestro estudio no se han podido realizar experimentos in vitro puesto que la cabo de
6 semanas no ha habido una suficiente reconstitución de las áreas 1’ dependientes de los órganos
linfoides periféricos de las ratas atimicas trasplantadas. Ib obstante, y cano ya habí.an
demostrado otros autores (SCHUUEMAN y col., 1985, 1986, 1987, 1989> comprobamos que las células
epiteliales que expresaban moléculas del MHO de clase 1 Y fl del donante, no eran atacadas 6
semanas después del trasplante.
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Se han formulado varias hipótesis para explicar este distinto comportamiento in vivo e iii
vitro, si bien continua sin encontrarse ima explicación satisfactoria. Puesto que la reactividad
in vitro sugiere que no se ha producido eliminación clonal, se propuso que la alotolerancia
observada in vivo hacia las células epiteliales del fragmento trasplantado y hacia los
aloinjertos de cutáneos se debía a algún tipo de señal generado in vivo por las propias células
epiteliales (SCHUUHMAR y col., 1986>. Sin embargo, experimentos posteriores de este mismo grupo
demostraron la inexistencia de dicha señal puesto que no se podría explicar entonces que ratas
‘nude” trasplantadas con fragmentos de dos haplotipos diferentes, sí rechazasen injertos de piel
de autos haplotipos <SCHUUW4AN y col., 19891. Otras hipótesis, en todo caso no demostradas,
proponen la existencia de distintos mecanismos de presentación antigénica para la condición jn
vivo e in vitro (SOBUURMAN y col., 1989; BOPH4ANN y col., 1992) o mecanismos de diferenciación ‘E
diferentes entre ratas eutíniicas y atínicas injertadas.
El cuarto y último punto que queremos resaltar en este estudio es el hecho de que, con
independencia de que los fragmentos sean finalmente rechazados o no, se produce una
reorganización histológica temprana del estrana tímico, especialmente de sus componentes
epiteliales, que convierte este nÉdelo experimental en otra herramienta de gran utilidad para
caracterizar in vivo la maduración y diferenciación del epitelio tínico.
A este respecto queremos analizar con mayor detalle algunos aspectos de esta
reorganización histológica de los fragmentos trasplantados. Un primer aspecto a destacar en
nuestros resultados es el hecho de que la reconstitución de los fragmentos es mucho más lenta en
la condición atínica que en la eutímica. Ello podría deberse al hecho conocido de que el número
de precursores linfoides es mucho menor en los animales atimicos, pero también al fenómeno ya
comentado de que el tratamiento seguido en los dos métodos de cultivo elimina muchas más células
en el caso de los cultivos en suspensón que en el de los cultivados adheridos al sutrato. Ella
sugiere, pero no demuestra, la necesidad de una masa epitelial mínima para una eficaz
colonización del fragmento, como ya propusieron ~NDALLy col. (1988>.
No obstante, la idea de que no hay linfocitos en los trasplantes hasta que el epitelio no
se ha organizado completamente, propuesta por estos mismos autores, no puede ser críticamente
confrontada con los datos ultraestructurales aquí aportados. Así, si bien algunas células
presentes ya a los 2 días en los fragmentos trasplantados podrían ser linfocitos, nuestro
análisis ultraestructural no excluye la posibilidad de que muchas, si no todas, podrían realmente
corresponder a células epiteliales primitivas. En cualquier caso nuestros resultados coinciden
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con los de KENDALL y col. <1988> en que la diferenciación epitelial se lleva a cabo a partir de
uno o más pocos tipos celulares primitivos que gradualmente diferenciarían a células semejantes a
las descritas in situ en el timo adulto.
Oon respecto al significado fisiológico que esta reorganización del estrana de los
fragmentos indica, KENDALL y col. (1988> consideran que la recuperación de los fragmentos
trasplantados no es un proceso histológicamente equiparable al que acontece durante la ontogenia
tímica. Estos autores apoyan su hipótesis básicamente en dos aspectos:
a) En primer lugar descrfren en los fragmentos cultivados, antes de ser trasplantados, un
único tipo celular que luego no observan en los primeros días estudiados tras el trasplante.
Nuestros resultados, por el contrario, demuestran una gran semejanza entre las células
observadas en los fragmentos antes y depués de su trasplante. Además, como también ya se ha
ccuentado, en material procesado exactamente igual que lo llevado a cabo por KBNDALL y col.
<1988>, nosotros henns detectado ultraestructurailinente una mayor heterogeneidad en el componente
epitelial que el encontrado por estos autores. La diferencia entre estos resultados podría
deberse al hecho de que en nuestro material la recuperación de los fragmentos es más rápida que
en el caso de las ratas atímicas utilizadas por UNDALL y col. (1988) y, consiguientemente,
podemos observar antes la heterogeneidad en la ultraestructura de las células epiteliales.
b) En segundo lugar consideran una diferencia fundanental con el desarrollo ontogénico:
la colonización linfoide del tino durante la ontogenia es previa a la vascularización, mientras
que en el modelo comentado es posterior.
Con independencia de que en su trabajo KENDALL y col. (1933) no dewestran feacienteunte
la ausencia de linfocitos en los fragmentos no vascularizados, es conocido que la colonización
linfoide del timo embrionario sucede en distintos momentos en diferentes vertebrados, sin
relación con la vascularización del órgano puesto que los precursores alcanzan el órgano en unas
especies a través de la circulación yen otras a través del mesénquima (MANNING y TIJRNER, 1976>.
A diferencia de estos datos, nuestros resultados apoyan el que una vez trasplantados,
tanto los fragmentos control como los tratados con dGuo, se produce una rápida diferenciación del
estroma epitelial en un proceso que, en general, nimetiza histológicamente la condición descrita
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durante la ontogenia del tin, de la rata (VXOE2?E y XAPAm, 1991). Algunos de los aspectos que
evidencian esta relación con la ontogenia tíinica son:
a> A los dos días del trasplante en el fraganto predominan elementos epiteliales muy
primitivos cuya morfología recuerda por un lado a la de las células observadas en los fragmentos
antes de su trasplante y, por otra, la mostrada por las células epiteliales primitivas que
constituyen el esbozo tímico en embriones de rata a los 13 días de vida fetal (VICENTE y ZAPATA,
1991).
b> Ultraestructurabiente el proceso de maduración y diferenciación a partir de estos
elementos primitivos se asemeja al que acontece durante la ontogenia del timo de la rata
(UUIJRVESTLIN y BA~IAY, 1984; HABADA y ANDRIANARISCIN, 1987). Por su parte, KENDALL y col.
(1988) niegan esta haidogía estructural entre los componentes de los fragmentos y el estrana
epitelial tíinico pero realmente ellos carparari sus resultados con los descritos para las células
epitelilaes del timo humano, aunque en rata.
c) El análisis inmunohistoquiraico demuestra una mayor y más rápida aparición de la
tinción para células epiteliales medulares y subcapsulares (células Eis-39~) que corticales <Bis-
38k>, algo reconocido por KENDALL y col (1983> y descrito también en el timo embrionaria de rata
(XAI4PINGA y ASPINALL, 1990; VICENTE y ZAPATA, resultados sin publicar).
Por último, EENDALL y col, (1988) resaltan en su trabajo la importancia que puede tener
la inervación del fragmento para su recuperación histológica. Reconociendo que en todos los
procesos regenerativos la reinervación del tejido ha sido considerada crucial, hay que matizar
nuevamente algunas aseveraciones de estos autores:
1) En primer lugar las evidencias ultraestructurales de terminales nerviosos en el
fragmento trasplantado presentadas por estos autores no son concluyentes en el sentido de que
pueden ser realmente nervios ya existentes en el parénqima ma, sin relación por tanto con el
injerto.
2) En nuestro estudio se produce una rápida reorganización histológica de los fragmentos
sin evidencias ultraestructurales de inervación, y
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3> En trasplantes vasculares de timo {RA>4PINGA y col., 1990a> estos autores no
encontraron diferencias en el desarrollo entre lóbulos conectados a la vascularización e
inervados y los que no lo estaban.
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CONCLUS IONES
En el presente trabajo hemos pretendido profundizar en el conocimiento de la estructura y
función de los componentes del estrana tímico de rata adulta. Para ello se realizaron cultivos
primarios <pie fueron caracterizados en diferentes condiciones experimentales y estudiados in vivo
trasplantados en ratas atmicas y emtímicas en catinaciones alogénica y singénica. Las
conclusiones obtenidas son las siguientes:
1) Los cultivos primarios de estroma tímico de rata contienen los mismos tipos celulares
que los descritos iii situ en el órgano, esto es, fibroblastos, células epiteliales, macrófagos y
células dendríticas y una población heterogénea de células denominadas PER. Estas parecen
representar el equivalente in vitro de los macrófagos observados in situ y contienen ademán los
precursores de dichas células y, problablemente, de las DC.
21 Los macrófagos aislados directamente del timo muestran semejanzas estructurales con
las flR de los cultivos primarios, proliferando activamente después de 6-7 días de cultivo. Por
el contrario, las OC, que no proliferan en cultivo, muestran la típica morfología de las DC de
los cultivos primarios.
3> Durante el cultivo, los nacrófagos sufren cambios en la expresión de sus marcadores:
se produce un incremento del número de células que expresan 0X-42, OX-44 y OX-48, mientras que
disminuye el n6IEro de macrófagos que expresa moléculas del NEC de clase II y Thy-I. E n
presencia de Con A-SON aumenta el número de células que expresan estos dos tipos de moléculas
mientras que rIL-2 induce un incremento en el número de células que expresan moléculas del NEC de
clase II y OX—39.
Por su parte, las 1K aisladas expresan fuertemente moléculas del MHO de clase U así cano
Thy-l, OX-48, OX-44 y, en menor medida, OX-42.
4> La dGuo induce un retraso en la aparición de los diferentes tipos celulares observados
en los cultivos de estroma tíniico control y la muerte masiva de los tinccitos, pero no
desaparecen de ellos ningún tipo celular, incluidas las DO, ni. se producen cambios en la
expresión de los marcadores.
5> Tanto los fragmentos cultivados en suspensión cano aquellos adheridos al soporte de
cultivo contienen células epiteliales entre masas de tejido conectivo y, en menor medida,
macrófaqos. Ni las distintas concentraciones de dcuo y OsA utilizadas parecen inducir cambios
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importantes en la composición de los fragmentos salvo un mayor desarrollo epitelial y una masica
muerte linfoide en el caso de los tratados con dGuo. El análisis morfológico y los datos
inmundxistoquíinicos sugieren1 aunque no denuestran concluyentemente, la presencia de DC en los
fragmentos de cualquier condición experimental.
6) Los fragmentos cultivados en suspensión que se trasplantaron en ratas atímicas ‘nude~,
tanto en combinación alogénica como singénica, recuperan la citoarquitectura tímica a las 6
semanas del trasplante después de ser colonizados por células linfoides y macrófagos/DO del
huésped. El tratamiento con dGuo l,35n*1 o 3,Opg/ml de OsA no produjo cambios respecto a los
observados en ratas trasplantadas con fragmentos control,
11 El análisis inmunohistoquinico de los fragmentos trasplantados en ratas atimicas
demostró una condición quimérica, con expresión de moléculas del Mac de clase 1 y II del
haplotipo donante en las células epiteliales trasplantadas y del haplotipo del huésped en los
linfocitos, nacrófagos y OC que colonizan los fragmentos. Los datos obtenidos sugieren, pero no
demuestran, la presencia de macrófagos y It donantes en dichos fragmentos.
8) Tanto los fragmentos cultivados en medio control como los cultivados con dGuo 1, 35mM
que se cultivaron adheridos al sustrato y se trasplantaron en cctinacián alogénica, pero no
aquellos trasplantados en ratas singénicas, fueron rechazados antes de las 3 semanas del
tarsplante.
9) El análisis ultraestnictural de los fragmentos trasplantados en ratas eutlinicas
demostró que antes de darse rechazo se produce una rápida reorganización del estroma epitelial
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células ‘11 citotóxicas <0DB)
células T colaboradoras/macrófagos (CD4)
células T colaboradoras/macrófagos <0D4)
IL-2R cadena a (CD2S)
Thy-l.1
0D5
TeR af3, dominio constante
CD1Lb,c
células mieloides de rata
antígeno de activación de células T de
rata
MHO clase 1, monomórfico
MHO clase 1, polimórfico (RTI’)
MHO clase II, monomórfico
MHO clase II, monomórfico
MHO clase II, monomórtico
MHO clase II, polimórfico <presente en
todas las cepas de rata excepto las que
expresan RTIP)
MHO clase II, polimórfico (RTtím)
MHO II, polimórfico (RTr”>
macrófagos corticales y medulares tímicos
de rata
macrófagos corticales tímicos de rata
citoqueratina
citoqueratina
células epiteliales tímicas corticales






m: anticuerpo monoclonal producido en
p: anticuerpo policlonal producido en
1: Serotec, Oxford, Inglaterra
2: Dr. .11. Rozing, Rotterdam, Holanda
3: Dr. T. HUnig, Wiirzburg, Alemania
4: Cedido por el Dr. A. Silva, OSlO,
5: Dr. A. Santema, Leiden, Holanda
6: Dr. ¿Y. Rampinga, Groningen, Holanda
7: Dr. J.W. Fabre, Londres, Inglaterra
8: Dr. O. Dijkstra, Amsterdam, Holanda
9: Biogenex Laboratoires, Dublin, CA
10: Dako, Glostrup, Dinamarca
11: Becton-Dickinson, Mountain View, CA
TABLA 2.
Diseño del protocolo seguido para el estudio del
comportamiento in vivo de los fragmentos timicos
trasplantados. Los fragmentos se cultivaron adheridos al
soporte de cultivo en RPMI-1640 y 10% de FCS <control> o
en presencia de dGuo 1,3SmM 6 4,OmM.
Los números indican el momento (en días) en que se
extrajeron los riñones para su análisis y entre



































































Diseño de los trasplantes de los tragmentos
cultivados en suspensión (ver explicación en el apartado
VI de MATERIALES Y METODOS)
































Fenotipo de las células presentes en los cultivos
primarios. Los resultados se dan en porcentaje de
células positivas. El método de contaje está detallado
en el apartado IIIf de MATERIALES y METODOS.
Fibrobl. Epitel. PTR Macróf. DC
Vimentina 100 0 100 100 0
Citoqueratina 0 100 0 0 0
14110 clase 1 100 100 100 100 100
NEC clase II O (*> 30—50 0 100
OX—42 0 0 50—70 a o
OX—39 0 0 30—50 0 0
EDí O O 50<*) 50(*) O
E02 O O 50(*> 5~(*) Q
APi/RSE O O (*) (*) (*)
<*>: ver texto
TABLA 5.
Fenotipo de los nacrófagos tímicos de rata tras el
aislamiento (día 1) y después de 30 días de cultivo (día
30). Los resultados se dan en porcentaje de células
positivas.
El método de contaje, que está detallado en el
apartado Wc de MATERIALES Y NIETODOS, es el mismo para
ésta y las tablas en las que se muestran porcentajes de
macrófagos o células dendríticas positivos.
Dia 1 Día 30
MDC clase 1 100 100











Cambios inducidos por la rIL-2 y Con A-SCN en los
macrófagos cultivados de día 30. Los resultados se dan
en porcentaje de células positivas.
Día 30 Día 30-frIL—2 Día 30+Con A—SON
MHO clase II 10—20 80—100 90—100
Thy—1 10—20 10—20 80—90
OX—39 0 80—100 30—50
TABLA 7.
Fenotipo de las células dendríticas de timo de rata
tras el aislamiento (día 1). Los resultados se dan en
porcentaje de células positivas.
MHO clase 1 100











Protocolo seguido para el aislamiento y cultivo de
macrófagos y células dendríticas de timo (ver apartado
IV de MATERIALES Y NETODOS>.
Troceado del timo
Digestión enzimática durante iSmin. a 37 t
Filtrado en malla de acero
Centrifugación durante lOmin. a 850g en Nycodenz
<1,068g/ml> y separación de la fracción de baja densidad
Adherencia en placa Petri de las células de la fracción
de baja densidad, durante 90 mm. a 370C
Lavado de las células no adherentes (linfocitos)
Incubación de las placas a 37~O durante una noche
Lavado de las células
no adherentes















6,10,20 y 30 días
FIGURA II.
Colonia epitelial.
F, fragmento; Fb, fibroblastos.
1, células poligonales en el interior de la
colonia
2, células degeneradas
3, zonas proliferativas en el borde de la colonia
4, células poligonales en el límite de la colonia
5, zonas proliferativas en el interior de la
colonia -
FIGURA III.
Principales tases del cultivo.
(a> 0—4 días de cultivo. (F> Fragmento.
(b) 5—8 días de cultivo. (*) asociaciones PTR—timocito y
DC—timocito.
<c) 9—15 días de cultivo. A, borde proliferativo
epitelial; E, colonia de PTR; O, zona de reinicio de la
proliferación linfoide.
TIPOS CELULARES: 1, fibroblasto; 2, célula epitelial; 3,
linfocito; 4, blasto; 5, PTR; 6, macrófago tipo 1; 7,
macrófago tipo 2; 8, célula dendrítica
FI6~RA W Cambios en el porcentaje de macrótagos q~e expresan molécdlas del
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Posibles relaciones entre PTR, macrófagos y DC del
cultivo primario <A), macrófagos e IDC identificadas in
situ <13) y macrófagos y DC aisladas de timo (0). 1,
monocito; 2 pro.-DC; 3. DC; 4, pro—PTR; 5, PTR; 6,
macrófago tipo 1; 7, macrófago tipo 2; 8. macrófago
intratíntico; 9, IDO intratíinica; 10, macrófago aislado
del timo de la fracción de baja densidad; 11, DC aislada
del timo de la tracción de baja densidad.
Figura 1. Prineras fases de un cultivo pránario de estrcana tímico
de rata (0-4 días de cultivo). Linfocitos (A), fibroblastos
y F2R ( t ) proliferan a partir de los fragnnntos <E> cultivados.
xlOO.
Figura 2. Núcleo secundario < * > donde se aprecia la activa
proliferación de PTh ( f ) ligada a zonas de fibroblastos A
x200.
Figura 3. Primaras etapas en la fonación de una colonia epitelial
Ep> en un cultivo primario de 5-8 días. Se observa que la mayoría
de células linfoides ha desaparecido del cultivo. E, fragn~nto.
xlOO
Figura 4. Zona de un cultivo de 5-8 días con abundantes nncn5fagos
de tipo 1 <A > y fibreblastos <1 ). F, fragnento. xlOO.

Figura 5. Células dendríticas <¡E> en un cultivn primario de 1
días caracterizadas por sus nunerosas ramificaciones y alta
expresión de nnléculas del MHC de clase II (células OX—6+). Se
observa la intina asociación establecida con los linfocitos
próxánns (-sc>, algunos de los cuales son taitién positivos para
OX-6 (-..---), pero no así los fábroblastos (—< y. x400.
Figura 6. Proliferación linfoide ( — ) en la cercanía de un
fragnento (F> después de 15 días de cultivo. Nátese c&fl en el
área de proliferación linfoide abundan taitién las PI’R (-sc ).
x200.
Figura 7. Morfología de los diferentes tipos de fibroblastos
presentes a los 7 días de cultivo: ( — ) alargados, ( —sc
estrellados y (4—) poligonales. Se puede apreciar la disposición
de los haces de vThentina del citoesqueleto en cada de una de
ellos. (.< >, FrR. (*), nncrófagos de tipo 1. x400.
Figura 8. Expresión de anléculas del MHO de clase 1 (OX-18+):
débil y hcnngénea en fibroblastos (-u—-) y fuerte en PFR <-sc >.
xlOO.

Figura 9. Colonia epitelial (Ep) organizada a partir de un
fraguento tímico cultivado <E>. Notar la distinta nnrfologia de
las células epiteliales en el interior y en los bordes de la
colonia, así cczn la diferente intensidad de la expresión de
noléculas del MHO de clase 1 <OX—18+): débil en el interior ( A
y fuerte en los bordes ( ). La expresión de clase 1 es tantién
débil en los fibroblastos ( t > y fuerte en las NR < Á ~ xlOO.
Figura 10. Colonia epitelial (Ep) que está limitada por
b.astos < Á >. Dentro de la colonia se observan células
poligonales <—~) y redondeadas < * ). En zonas donde el
crecimiento de las células epiteliales está limitado por los
fibroblastos algunas células ruestran aspecto degenerado (-@ >.
x200.
Figura 11. Zona similar a la nnstrada en la Fig. 10 donde se
observa un borde proliferativo constituido por células epiteliales
adherentes poligonales ( ~ ). x200.
Figura 12. Límite proliferativo de una colonia epitelial fonnado
por células redondeadas seniadherentes. la expresión de noléculas
del MHO de clase II (células OX—17+) es variable en la colonia:
alta en células redondeadas < ~ > y casi nula en las poligonales
más adherentes < f >. tos fibroblastos < ) son negativos. x400.

Figura 13. Variabilidad en la expresión de nuléculas del MHC de
clase II (OX—17+) en zonas internas de la colonia epitelial: alta
en células saniadherentes redondeadas (—.> y baja en las
poligonales adherentes (~m—>. x200.
Figura 14. Doble tinción que dennestra que las únicas células
dentro de la colonia epitelial son fibroblastos dispersos ( —
que expresan vinentina (revelada en color rojo>. las células
epiteliales que expresan citoqueratina, aparecen teñidas en color
marrón ( mu’->. Obsérvese que la intensidad de la tinción anti-
citoqueratina varia de unas células a otras. xlOO.
Figura 15. Expresión de irnléculas del MHO de clase II (OX-6+> en
Fm: algunas son positivas (—.) mientras que otras (~ ), al
igual que los fibroblastos (—.-) y macrófagos de tipo 2 (~ >, son
negativas. x400.
Figura 16. En un cultivo tardío <9-15 días> sólo algunas PTR
expresan anléculas del MHO de clase II (His—19+) ( mu- ). E,
fragnento; (—*> PTR negativa. xlCO.

Figura 17. Panorámica de un cultivo incluido en resina plástica en
el que se observa que la expresión de unléculas del MHO de clase
II (OX-6+> está restringida a la nuibrana citoplásmica de células
clendríticas (—j pero taitién se observa en el citoplasma de las
flR (mu.-> y algunos macrófagos de tipo 1 < — y. Por el contrario,
los fibroblastos <—> y otros ancrófagos de tipo 1 ( 4. ) son
negativos. Notar la presencia de células redondeadas de aspecto
tronocítico ( — ) con una fuerte expresión de noléculas del NEC
clase II en netrana y de formas intenmdias entre éstas y las
dendríticas ( > ) taxtién con fuerte expresión de OX-.6 en
antrana. xlOO.
Figura 18. Expresión diferencial del marcador de macrófagos EI)1 en
PTR. En esta figura queda de manifiesto que algunas expresan este
marcador <mu.- ) mientras que otras son negativas (—*4. Algunas
células con aspecto ffliroblástico tantién son débflnente positivas
para este marcador ( 4 ) mientras otros fibroblastos son
claranente negativos ( —.). x400.
Figura 19. Las P~R positivas para EDí expresan este marcador tanto
en ireubrana caro en vesículas intracitoplásmicas <-u—>. x400.
Figura 20. Algunas FfR (-.—) y algunos linfocitos ( — ) expresan
la cadena a del IL-.2R <células OX-39+). los fibroblastos < — )
las células epiteliales ( 4. ) y los macrófagos de tipo 1 (sc
eran negativos. x400.

Figura 21. Expresión del antígeno detectado por el anticuerpo OX-
42 en las PIE <—~). los fibroblastos <—) y los linfocitos (p-)
eran negativos. xlOO.
Figura 22. las PTR ( ~- ) fagocitan activaxr~nte partículas de
carbón. x200.
Figura 23 • las PPR (~—) fagocitan levaduras teñidas con rojo
neutro. El rojo neutro es liberado por las levaduras que no son
fagocitadas <—e-> mientras que no se pierde en las que si lo son.
x400.
Figura 24. Proliferación de células APH+ a partir de un fragiTento
(E). El grado de positividad varía dependiendo de la adherencia de




Figura 25. Panorámica de una zona de]. cultivo cori nunnrosas FUE
que tienen en su citoplasma nunnrosos linfocitos ( -—-e-
fagocitados. Notar que la actividad NSE está predceinantaxnnte
asociada a la nnrbrana citoplásmica < Á ~. x200.
Figura 26. Expresión de la alta capacidad de proliferación de las
~ Á > que se tillen con un anticuerpo anti-BrdtJ. los
fibroblastos, que ya han constituido una nnnocapa, han dejado de
proliferar < f y. x400.
Figura 27. Las PI’R < ~ ), pero no los fibroblastos ( ) fornan
acaplejos con los linfocitos. Las NR aparecen tefiidas con el
anticuerpo nunoclonal EDí. x400.
Figura 28. Expresión de unléculas del MHO de clase 1 (OX-18+> en
macrófagos de tipo 1 <A >. x400.

Figura 29. Expresión del marcador ED2 en macrófagos de tipo 1
Ctsérvese la existencia de macrófagos positivos < A > y negativos
1 ).TairbiénseobservanPTRpositivas(~) ynegativas( A>
para este marcador. x400.
Figura 30. I4acrófagos de tipo 2, ED2+ < A sobre nnnocapa de
fibrctlastos (Pb), que son negativos para este marcador. x400.
Figura 31. la expresión de la actividad enzimática APH varia en
PTR (alta, A >‘ macrófagos de tipo 1 (baja, > y formas
intentedias entre ellos (nata, A ). x200.
Figura 32. Expresión de EDí en NR <~ >, macrófagos tipo 2(f)
y formas interaedias entre axtos < A y. Pb, fibroblasto. x200.

Figura 33. Célula dendrítica fuertetente positiva para unléculas
del NEC de clase II (OX-6+) que nuestra material fagocitado en su
citoplasma (4-—). xl.000.
Figura 34. Vista panorámica de un cultivo primario de 6 días donde
se pueden observar linfocitos vivos (L). las células epiteliales
(Ep), unidas por desxxnscsns <-u—>, poseen tonofilaxtentos formando
grandes haces (—sc) y, en ocasiones, inclusiones lipídicas (Ip>.
x5.500.
Figura 35. Fibroblasto en un cultivo primario de 6 días. En el
citoplasma se observan algunas cisternas dilatadas de RER (4—) y,
alrededor, nuxterosas fibras colágenas (—sc >. ~t, núcleo; (-u—
nucléolo. ~c9.000.
Fignra 36. ~m en un cultivo prinario de 10 días. la actividad NSE
se localiza preferenterente en la nnxtrana citoplásnica (-sc). En
el citoplasma se pueden observar nuxterosos cuerpos
miltivesiculados (*). gatas lipídicas <a>, figuras de mielina
(-e-—-) y gránulos ( — ). Nu, núcleo. xS.000.

Figura 37. NR negativa para OX-6 (anticuerpo dirigido contra
nnléculas del MHO de clase II) en un cultivo primario de 5 días
Obsérvese la gran cantidad de vacuolas vacías presentes en su
citoplasma (—4. x14.000.
Figura 38. Macrófago de tipo 1 positivo para la actividad
enzimática bISE ( ~ ) en un cultivo primario de 10 días. En el
citoplasma se observan abundantes restos degenerados ( > e
incluso células ecapletas fagocitadas (—*). it, núcleo. x6.500.
Figura 39. Célula dendritica que expresa fuertenente nnléculas del
MHO de clase II en un cultivo primario de 6 días. Presentan un
núcleo (It) irregular y algunos gránulos en el citoplama (—e.-).
x14.000.
Figura 40. Macrófagos (—..> aislados de la fracción de baja
densidad (día 1) tras citocentrifugación y observación a
microscopia de contraste de fase. Se aprecia al abundancia de
pequeñas vesículas en su citoplasma. x200.

Figura 41. Expresión del antígeno detectado por el anticuerpo OX-
42 en macrófagos aislados de día 1. xl000.
Figura 42. Expresión de EDí en macrófagos aislados de día 1.
xl.000.
Figura 43. Expresión de nnléculas del MEE de clase II en
macrófagos cultivados durante 30 días. la tinción se realizó con
una nezcía de los anticuerpos OX-6 y OX-li. x200.
Figura 44. Expresión de nnléculas del NEC de clase II en
macrófagos cultivados de día 30 tras el tratamiento con rIL-2. La
tinción se realizó con una nnzlca de los anticuerpos OX-6 y OX-li.
x200.

Figura 45. Expresión de la cadena a del IL-2R (células OX—39+) en
macrófagos cultivados de día 30 tras el tratamiento con rIL-2.
x400.
Figura 46. Expresión de Thy-1 (células OX-7+> en macrófagos de día
30,cultivados en iredio control. x200.
Figura 47. Expresión de Thy-1 (OX-7+) en macrófagos cultivados de
día 30 tras el tratamiento con Con A-SCM. xl.000.
Figura 48. Morfología de las células dendríticas (4—) aisladas de
la fracción de baja densidad (día 1) tras citocentrifugación y
observación a microscopia de contraste de fase. xlOO.

Figura 49. Expresión de iroléculas del MHC de clase II en DC
aisladas de día 1. la tincibn se realizó con una nezcía de los
anticuerpos OX-E y OX-li. xl.O00.
Figura 50. Expresión de Thy.-1 <OX-7+) en lE aisladas de día 1.
x200.
Figura 51. Cultivo de estrana tímico de rata tratado con dGuo
1,35nt4 durante 10 días en el que se observa una célula deidritica
<e->, sobre una monocapa de fibroblastos (Ph), con una alta
expresión de iroléculas del MHO de clase II (células llis-19+).
x400.
Figura 52. PTR (4-—) y macrófagos de tipo 1 (—sc> y 2 (*) en un
cultivo tratado con dGuo 1, 35irM durante 5 días positivos para EDí.
Se observan linfocitos picnóticos (-u—>. x200.

Figura 53. Colonia de células epiteliales (Ep) en un cultivo
tratado con dGuo 1, 35nt4 durante 1 días. La expresión de
citoqueratina varía en distintas zonas de la colonia, cain en los
cultivos control. xlOO.
Figura 54. Fragnento tímico de rata cultivado adherido al soporte
de cultivo en indio control durante 5 días. El predcmninio
corresponde a fibroblastos ( 4 > y células macrofágican <—s.j
dispersas entre masas de colágeno ( .~ ) frente al ccvvonente
epitelial <A y. x200.
Figura 55. Fragxxento tímico de rata cultivado adherido al soporte
de cultivo tratado con douo 1, 3SxrtA en el que se observan varias
capas de células epiteliales en el borde del fragirento (—ej. En
el interior se distinguen algunas células de de núcleo claro,
cranatina perinuclear y nucléolos patentes, posibl~rente taitién
de naturaleza epitelial ( 4 ) adenás de nuierosos linfocitos
necróticos ( f ). En otras zonas, no obstante, taitién se pueden
observar algunos linfcblastos ( A ). x400.
Figura 56. Fragmsnto cultivado adherido al soporte de cultivo
tratado con douo 1, 35nt4 durante 5 días donde se observan células
epiteliales que limitan el fragnnnto < 4 ) y otras que se
prolongan hacia el interior del misto (—*). Se observan taitién
células macrofágicas ( [>>similares a las PIE de la nonocapa de
los cultivos, con nunerosas vesículas citoplásmicas y linfocitos
degenerados en su citoplasma. x400.

Figura 57. Fragirento cultivado adherido al soporte de cultivo en
nedio control durante 5 días en cuyos limites se observan células
dendriticas <—g~) con núcleo irregular y citoplasma claro que
expresan nnléculas del MHO de clase II (OX-6+). x400.
Figura 58. Detalle de un fragnento cultivado adherido al soporte
de cultivo tratado con dGuo 1, 35xt4 durante 5 días en el que se
observan macrófagos (—*), blastos < mu-) y células de citoplasma
claro con núcleo irregular y gránulos perinucleares, similares a
las IlE ( ~ ). xl.000.
Figura 59 • Detalle del borde de un fragirento cultivado adherido al
soporte de cultivo tratado con dGuo 1, 35xd4 durante 5 días en el
que se aprecian células de aspecto nnnocítico ( -sc ) en la
proximidad del fragmnnto. xl.000.
Figura 60. Interior de un fragirento cultivado adherido al soporte
de cultivo tratado douo 1, 35zrt4 durante 5 días en el que hay
inacrófagos ( mu ) y células de citoplasma claro ( -—- ) con
características similares a las IlE observadas in sitj en el tiun
de rata o a las de células epiteliales de la nédula tlxnica.
xl. 000.

Figura 61. FragnEnto cultivado adherido al soporte de cultivo en
medio control durante 5 días. Se observan células epiteliales (Ep)
en la parte más externa del borde del fragnnnto formando capas
aplanadas. Notar las cisternas de RER ( mu—) y la presencia, en
algunas de ellas, de gránulos densos a los electrones (—.)
grandes. x24.000
Figura 62. Fragnento cultivado adherido al soporte de cultivo en
medio control durante 5 días. Células epiteliales (Ep> en la zona
más interna del borde del fragmento. (—.), RER; (-sc>, gránulos;
(—--—>, desmiscuxias. x34.000.
Figura 63. Fragrrento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en indio control. Se observan desirosanas
incipientes <~j)> entre las células epiteliales del borde del
fragrrento. x90.000.
Figura 64. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. Algunas de las células
epiteliales (Ep) del borde del fragnnnto presentan formas
irregulares con prolongaciones y restos fagocitados ( -.-— > pero
mantienen los característicos gránulos ( 4— > densos a los
electrones y las cisternas dilatadas de PEE (~•->. x30.000.

Figura 65. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. Célula fagocitica entre las capas
epiteliales externas. x45.000.
Figura 66. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. Célula epitelial <Ep>
estableciendo contactos en su superficie <—*) con otras células
epiteliales próximas, de aspecto primitivo. x38 .000.
Figura 67. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. las células epiteliales <Ep>
primitivas tienen en los fragmentos numerosas mitocondrias <—fr),
un aparato de Golgi bien desarrollado ( —e- ) y filamentos
citoplásmicos (-sc>. x24.000.
Figura 68. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días con 1, 35rr(4 de dGuo. Célula epitelial primitiva (Ep>
en división en el borde del fragmento. >14.000.

Figura 69. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. En el interior del fragmento,
junto con células fagociticas <Fg) aparecen células epiteliales
(Ep> y restos linfoides degenerados (—*‘j. x12.000.
Figura 70. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días con 1, J5ITM de dGuo. Se observan abundantes restos
linfoides degenerados (~.-~) en el interior del fragnnnto. x24 .000.
Figura 71. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días con 1,35H14 de dato. Masas de crcmntina (cr)
fusionadas provenientes de linfocitos degenerados en el interior
de los fragmentos. x37.000.
Figura 72. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. Citoplasma de una célula
epitelial del interior del fragmento con nunerosas vesículas
nerubranosas ( mu), gránulos de glucógeno (—*~ y gránulos de
densidad electrónica variable (*). x25 .000.

Figura 73. Fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en medio control. Célula epitelial no degenerada
del interior del fragmento con cisternas de PEE ( -sc ) nuy
dilatadas, gránulos nny densos a los electrones (4-—) y haces de
tonofilanentos (-u—). x25.000.
Figura 74. Fragmento cultivado adherido al soporte
durante 5 días en medio control. Citoplasma de
epitelial con gránulos densos a los electrones
tonofilarmntos (sc). x45.000.
Figura 75. Fragmento cultivado adherido al soporte







Figura 76. Aspecto de un fragirento cultivado en suspensión tratado
con dGuo 1, 35rrtA durante 6 días. Se observa que, aunque hay grandes
áreas con linfocitos picnóticos (sc ), en otras zonas empiezan a
distinguirse células epiteliales (-e—). x200.

Figura 77. Fragmento cultivado en suspensión tratado con dGuo
1, 35nt4 durante 6 días donde se aprecia una cierta diferenciación
en zonas de corteza (O) y nédula (M) con células epiteliales
citocjueratina+. x80.
Figura 78. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días en
medio control. Se distinguen numerosas células epiteliales <—->
con un núcleo grande y redondeado situadas entre mesas de colágeno
(*). x80.
Figura 79. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días en
medio control donde se aprecian células epiteliales (—*~> junto a
masas de linfocitos necróticos ( A >. x80.
Figura 80. Fragmento cultivado
1, 35uM durante 8 días. Junto a
células epiteliales alargadas
epitelial <*>‘ entre las masas
material celular descamado en su
en suspensión tratado con dGuo
restos de pequeños linfocitos y
(~- ), se observa un quiste
de colágeno (—.*), con abundante
luz. x160.

Figura 81. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días
tratado con 3, Opg/m]. de OsA. Cain en los fragmentos control,
aparecen elementos epiteliales normales < — ) junto a graxrles
masas de linfocitos degenerados (mu-). x80.
Figura 82. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días
tratado con 3, Opg/nil de OsA. Células epiteliales ( mu—) que, con
distintas nnrfologías, aparecen en el fragmento. x160.
Figura 83. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días
tratado con lOpg/ml de OsA. Notar que la mayoría de las células
del fragmento aparecen pionóticas. x80.
Figura 84. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días
tratado con SOpg/ml de TELO. Al igual que en los fragmentos
tratados con lOpg/ml de OeA, la mayoría de las células del
fragmento presentan un aspecto picnótico. x40.

Figura 85. Células epiteliales citocjueratina+ ( mu— ) situadas
preferentexnnte en el borde de un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días en nedio control. x200.
Figura 86. Células epiteliales citoqueratina+ ( mu ) en un
fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con dGuo
1, 35aM. Se observan en el borde pero taitién en el interior del
fragmento con un patrón tanto reticular ( ~ ) ccnn en células de
citoplasma grande ( f ). x200.
Figura 87. Células epiteliales citoqueratina+ ( —-e- ) en un
fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con OsA
3,Opg/nil. x200.
Figura 88. Células epiteliales His-38+ < —e- ) en un fragmento
cultivado en suspensión durante 8 días en medio control. x200.

Figura 89. Células epiteliales Iiis-38+ (—e-
cultivado en suspensión durante 8 días tratado
x80.
Figura 90. Células epiteliales His-38+ ( -—e- ) en






Figura 91. Células epiteliales His-39+ (-u—> en un fragmento
cultivado en suspensión durante 8 días en medio control. x80.
Figura 92. Células epiteliales His-39+ (-u—)





Figura 93. Células epiteliales His-39+ ( -u— > en un fragmento
cultivado en suspensión durante 8 días tratado con OeA 3, Opg/ml.
x200.
Figura 94. Macrófagos ED1+ ( —e- ) en un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días en medio control. x200.
Figura 95. Macrófagos ED1+ ( — ) en un fragiento cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dGuo 1, 35zrt4. x200.
Figura 96. Macrófagos ED1+ ( -u— ) en un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con OeA 3, Opg/ml. x200

Figura 97. Macrófagos ED2+ < —e- ) en un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días en medio control. x200.
Figura 98. Macrófaqos ED2+ < —e- ) en un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dOn 1, 35nt4. x80.
Figura 99. Macrófagos ED2+ < —-e- ) en un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con OeA 3,Opg/ml. x200.
Figura 100. Expresión de noléculas del MMC de clase 1 (OX-18+> en
un fragmento cultivado en suspensión durante 8 días en nalio
control. x80.

Figura 101. Expresión de nuléculas del MHO de clase 1 (OX-18+) en
un fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con
dGuo 1,35n04. x80.
Figura 102. Expresión de nnléculas del MHO de clase 1 (OX-18+) en
un fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con
OeA 3,0¡ig/ml. x40.
Figura 103. Expresión de noléculas del MHO de clase II (células
ER-13+) en un fragmento cultivado en suspensión durante 8 días en
medio control. x80.
Figura 104. Expresión de anléculas del MHO de clase II (ER-13+) en
un fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con
dGuo 1,35i*I. x80.

Figura 105. Expresión de noléculas del MHO de clase II (ER-13+> en
un fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con
OeA 3,Opg/ml. x80.
Figura 106. Fragmento de timn de ratón no cultivado trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar, 4 días después del
trasplante. El tejido está constituido por fibroblastos < A
entre masas de colágeno y se encuentra infiltrado por células de
aspecto linfoide (—e-). En ningún ¡tarento la organización del
trasplante recordó histológicamente a un tino. R, tébulos renales.
x200.
Figura 107. Fragmento de tino de ratón cultivado adherido al
soporte del cultivo durante 5 días en ¡tedio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar, 4 días después del
trasplante. Ocan en el caso de trasplantes de tinns sin cultivar
la organización del tras lante consiste predaninantemente de tejido
conectivo que, en este caso, nuestra un mayor desarrollo. Nótese
la ixrvortante infiltración linfoide en el fragmento trasplantado.
xlOO.
Figura 108. Fragmento de tino de ratón cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata AL), 28 días después del
trasplante. El tejido trasplantado se ha reducido
considerablemente de tamaño y consiste únicamente de un infiltrado
linfoide (—ej entre los restos de tejido conectivo. R, túbilos
renales. x200.

Figura 109. Fragmento de tino de rata no cultivado trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 4 días después
del trasplante. Caro en casos anteriores el fragmento trasplantado
consiste principahwnte de tejido conectivo con algunos vasos
sanguíneos y un infiltrado linfoide. No obstante, en algunas
regiones del trasplante se observaban células epiteliales
aplanadas nny a¡paquetadas (—). x200.
Figura 110. fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 2 días después
del trasplante. En el borde entre trasplante y riñón <~) ~
arpieza a reorganizar un tejido epitelial infiltrado de células de
aspecto linfoide. Taitién se observaban células de aspecto
nonocítico (3) así caro masas de colágeno (—.). R, ttibulos
renales. x200.
Figura 111. fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días tratado con dcuo 1,3SrM,
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 2
días después del trasplante. El desarrollo del fragmento
trasplantado es menor que en el caso de los fragmentos control de
manera que entre las células epiteliales ( mu—) pueden observarse
huecos ( 4. ) donde todavía no se ha dado la reorganización del
estrana epitelial. x200.
Figura 112. Fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de dultivo durante 5 días en medio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 2 días después
del trasplante. Notar la existencia de una capa de tejido
conectivo laxo con numerosos fibroblastos ( —e- ), células de
aspecto nunocítico ( — >, fibras de colágeno ( 4. ) y vasos
sanguíneos <mu.-) entre el límite epitelial del trasplante <*> y
el área de tejido caupacto próxirro al tejido renal. x200.

Figura 113. Fragmento de ttin de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 5 días después
del trasplante. El fragmento ha aumentado de tamaño y se
distinguen claramente tres regiones: una exterior con un
predaninio de células epiteliales aplanadas formando varias capas
una intenieda conectiva ( ~ ) donde ha aumentado
considerablarente el número de células de aspecto nnnocito—
macrofágico (mu.-), y una interna formada por un tejido linfoide y
células de aspecto epitelial formando nasas ccapactas que
recuerdan al tejido tímico O> ~
Figura 114. Fragmento de tinn de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días tratado con dGuo 1, 35nt4,
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 5
días después del trasplante. No hay diferencia significativas con
la histología exhibida por los fragmentos control y pueden
identificarse una zona con el«jentos epiteliales aplanados <—.*->,
una intermedia, menos desarrollada en este caso, con predczninio de
tejido conectivo ( > y una zona interna carpacta de tejido
linfoide en un estrccn epitelial O>~ x2CJo.
Figura 115. Detalle de la organización de las capas externa y
media de un fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en ¡tedio control, 5 días después de trasplante en
condición alogénica. Notar las capas de células epiteliales
aplanadas (—~) que constituyen el borde externo del trasplante y
la zona intermedia de conectivo donde destaca la formación de
vasos sanguíneos (mu’—>. x200.
Figura 116. Detalle de la organización de las capas externa y
italia de un fragmento cultivado adherido al soporte de cultivo
durante 5 días en dcuo 1,35KM, 5 días después de trasplante en
condición alogénica. La zona internedia aparece, en este caso, más
desarrollada ( *) que en el caso de las Figs. 114 y 115. x200.

Figura 117. Fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días tratado con d&¡o 1,35KM,
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 5
días después del trasplante. En la parte más cercana a los túbulos
renales se observaban células no linfoides con núcleo claro y la
crcuatina condensada perinuclear con un nucléolo patente, de
posible naturaleza epitelial <)> x400.
Figura 118. Fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días tratado con 1, 35¡rM de dOn,
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 5
días después del trasplante. Detalle que nuestra el tejido situado
entre el riñón y el trasplante. Adsnás de posibles células
epiteliales similares a las descritas en la Fig. 117 <o>. —~
observan células cuya norfología recuerda a la de las IIt <mu-).
x400.
Figura 119. Fragmento de tiin~ cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡tedio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutimica en ccmbinación alogénica, 2
días después del trasplante. Células epiteliales (Ep) de aspecto
primitivo dispuestas entre masas de colágena <*> en la parte más
externa del trasplante, formando capas aplanadas. x14 .000.
Figura 120. Fragmento de tAza~ cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡tEdio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en ccxtinación alogénica, 2
días después del trasplante. Células epiteliales (Ep) debajo de la
capa superficial, junto a granulocitos heterófilos <—*). Notar
las prolongaciones redondeadas que aniten las células epiteliales
para interaccionar unas con otras y la presencia de abundante RER
(-.---> y gránulos densos a los electrones en su citoplasma ( mu-).
x4.500.

Figura 121. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡talio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en caitinación alogenica, 2
días después del trasplante. Células epiteliales (Ep> en la zona
inteniedia del trasplante con RER nuy desarrollado < mu- ) y
gránulos densos a lo electrones (—y.>. x12 .000.
Figura 122. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡tedio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 2
días después del trasplante. Las células epiteliales (Ep) forman
un estraiia más ccnpacto, entre ¡nasas de colágeno <)>~ en la zona
más profunda del trasplante. x6.CJ00.
Figura 123. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡¡alio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénina, 2
días después del trasplante. Células epiteliales (Ep> de la parte
más profunda del trasplante, poco densas a los electrones y con
los orgánulos citoplásnicos (mu’—) cercanos al núcleo <Nu); xG.000.
Figura 124. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en nÉdio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata sutímica en catinación alogénica, 2
días después del trasplante. Célula epitelial (Ep) de la parte más
profunda del trasplante, poco densa a los electrones, con
cisternas nuy alargadas de RER (-sc). x14.000.

Figura 125. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata autímica en ocitinación alogénica, 2
días después del trasplante. Células irregulares y alargadas, ¡¡ny
densas a los electrones (mu.->, entre las células epiteliales (Ep)
de la parte profunda del trasplante. Nótese la peculiar dilatación
de las cisternas de RER (—~) en estas células. R, título renal.
x6 • 000.
Figura 126. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡talio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 2
días después del trasplante. las células electreclensas presentaban
cisternas irregulares y dilatadas de RER ( O >~ aunciantes
mitocondrias redondeadas (—.) y polirribosanas <a). x14.000.
Figura 127. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡tedio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutixnica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Masa de células epiteliales (Ep)
entre las que podría haber algunos linfocitos (L). R, título
renal; (—‘), célula electrodensa. xG.000.
Figura 128. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡tedio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutimica en catinaclón alogénica, 5
días después del trasplante. Notar la presencia de células
epiteliales (Ep) alargadas con largas prolongaciones citoplámicas
de la parte profunda del trasplante. (—>, células electrodensas
similares a la de la Fig. 127. x6.O00.

Figura 129. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡tEdio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutíxnica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Quistes intracitoplásmicos (—4’> en
el citoplasma de una célula epitelial (Ep) de la parte profunda
del trasplante. x8.800.
Figura 130. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Células barrera Q> entre las masas
caxpactas de células epiteliales (Ep). Notar la abundancia de RER
que exhiben y la dilatación de sus cisternas o>. x12.000.
Figura 131. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en ¡lEdo control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en ccxrbinación alogénica, 5
días después del trasplante. Célula con numerosos pliegues e
interdigitaciones en la mbrana plasmática ( —~), con una
disposición perinuclear de sus orgánulos que recuerda a las IlE
tíxuicas. x12.000.
Figura 132. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en cczrbinación alogénica, 5
días después del trasplante. Células fagocíticas ( 4. ) con
abundantes restos celulares en su citoplasma (—>. x8 .800.

Figura 133. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35rft de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 2
días después del trasplante. Células epiteliales ¡¡uy primitivas
(Ep> con núcleos voluminosos (Nu), escasa crceatina condensada,
pocos orgánulos citoplásmicos y un nucléolo patente <—*),
situadas en la parte periférica del trasplante. Notar sus
incipientes desunsarias ( mu.--) y contactos superficiales con las
células vecinas (—). x24.000.
Figura 134. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35KM de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en ccitinación alogénica, 2
días después del trasplante. Célula epitelial primitiva (Ep) en
división en la zona más externa del fragmento trasplantado. Se
observan tonofilarrentos (—c) y <—.-) desunsanas • x19 .000.
Figura 135. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35wM de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en ccttinación alogénica, 2
días después del trasplante. Célula epitelial (Ep) en la zona
próxima al riñón raleada de grandes espacios intercelulares y
sustancia fundamental (—,‘). (—u ) gránulos; (—e-) aparato de
Golgi. xlO.000.
Figura 136. Fragmento de tinn cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35KM de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Células epiteliales primitivas (Ep>
que fornan capas aplanadas en la parte periférica del trasplante,
entre sustancia fundamental (—.>. xlO.000.

Figura 137. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35KM de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Zona internndia del trasplante con
células epiteliales (Ep) redondeadas, entre sustancia fundamental,
cercanas a vasos sanguíneos (y>. Algunas células epiteliales
contienen largos perfiles de RER (-u—), gatas lipídicas ( mu. ) y
p~ueños gránulos citoplásnicos densos a los electrones ( —
x4.500.
Figura 138. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35KM de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Células epiteliales ¡¡uy primitivas
(Ep> de la zona intermedia del fragmento trasplantado unié,xlose
mediante desansanas con células praximas < -cd >. Notar los
engrosamientos ( —*- ) que se fonnan en algunas de las
prolongaciones de dichas células. x14.000.
Figura 139. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35KM de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Células noncriticas (bb) y
linfoblastos ( 4 ) en el interior de los vasos sanguíneos (y) de
la zona internedia del trasplante. x6.000.
Figura 140. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,35KM de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutiniica en cc¡tinación alogénica, 5
días después del trasplante. Células epiteliales (Ep) pálidas con
numerosos gránulos citoplásmicos (4— ) e interdigitac iones
superficiales (—a>. x4.500.

Figura 141. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35rrN de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en caitinación alogénica, 5
días después del trasplante. Célula epitelial en igual zona que la
descrita en la Fig. 140, pero más diferenciada, con lagos
perfiles de RER (-.---), Golgi bien desarrollado (—*) y numerosas
mitocondrias (-sc>. Nu, núcleo. xlO.000.
Figura 142. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35x*i de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en cccbinación alogénica, 5
días después del trasplante. Célula epitelial en división en la
zona cercana a los títulos renales. xll.000.
Figura 143. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1,3511(4 de dGuo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata entímica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Grupos de células epiteliales (Ep>
fonjiando estructuras laminares similares a los corpúsculos de
Hassall. xS.000.
Figura 144. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35nt4 de domo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en carbinación alogénica, 5
días después del trasplante. Célula epitelial (Ep> de las paredes
del corpt~sculo de Hassall de la Fig. 143. Observar las
proyecciones digitiformes emitidas por las células <—e-> y los
numerosos desnuscanas que las unen (~—>. x5. 300.

Figura 145. Fragmento de tixin cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35nH de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutlmica en catinación alogénica, 5
días después del trasplante. Depósitos annrf os densos a los
electrones (~> entre las células epiteliales de los corpúsculos
descritos en la Fig. 143. x26.000.
Figura 146. Fragmento de tinu cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 3SrtA de dOjo, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en ccztinación alogénica, 5
días después del trasplante. Célula barrera (—*‘> con las
características dilataciones en las cisternas del RER ( mu- >,
cercana a las paredes de los vasos (y>. x4.400.
Figura 147. Fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 21 días
después del trasplante. No se distinguen las zonas descritas a los
2 y 5 días y apenas se observa el tejido trasplantado, que ha
quedado reducido a un pequeño infiltrado linfoide (—*4 entre los
títulos renales. x200.
Figura 148. Fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días tratado con dOno 1, 35n14,
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica,
21 días después del trasplante. Cain en los fragmentos control
(ng. 147), los restos del trasplante han quedado reducidos a unas
pocas células de citoplasma claro <—.-> y un inportante infiltrado
linfoide (-.- >. x400.

Figura 149. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35irt4 de ciGua, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 21
días después del trasplante. La organización epitelial observada
en los primeros días se ha perdido y únicamente se observan
linfocitos (14 de diferentes tamaños en la zona profunda del
trasplante. x7 .500.
Figura 150. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 3Sirt4 de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en catinación alogénica, 21
días después del trasplante. Zona más externa del trasplante llena
de linfocitos (L). x4.500.
Figura 151. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35ir14 de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutíxnica en catinación alogénica, 21
días después del trasplante. Macrófagos cargados de restos
celulares <—-) en el infiltrado celular que ha sustituido al
estrana epitelial. Nu, núcleo. x7.500.
Figura 152. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días con 1, 35rM de dOno, trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica en ccatinacíón alogénica, 21
días después del trasplante. Ckasionakente podían aparecer
células plasmáticas (~~> en la región que tuvo el trasplante y que
ahora está reducida a un infiltrado linfoide. x2 1.000.

Figura 153. Fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días en medio control, trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica, 28 días
después del trasplante. ‘ltdos los restos del trasplante han
desaparecido quedando i3nicanrnte restos de tejido conectivo (4.)
y vasos sanguíneos (—*j. x200.
Figura 154. fragmento de tino de rata cultivado adherido al
soporte de cultivo durante 5 días tratado con dOno 1, 35x¡*I,
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata Wistar alogénica,
42 días después del trasplante. Ccnn en los fragmentos control, el
tejido trasplantado ha desaparecido por cczpleto. x200.
Figura 155. Fragmento de tino cultivado adherido al soporte de
cultivo durante 5 días tratado con dOno 4,0rf4, trasplantado bajo
la cápsula renal de una rata AD, 7 días después del trasplante. El
tejido aparece formando una masa conectiva infiltrada por
linfocitos. R, ttibilos renales. x200.
Figura 156. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en catinación alogénica, 2 sananas después del
trasplante. Se observan bandas de células epiteliales (—.‘-) entre
una matriz de colágeno <4.>. xlOO.

Figura 157. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1, 35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata “nude”, en ccztinación alogénica, 2 sananas después del
trasplante. Células epiteliales <mu’-). xlOO.
Figura 158. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con OsA 3,Opg/ml trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata “nude”, en ccsrbinación alogénica, 2 sananas después
del trasplante. Células epiteliales <mu>. xlOO.
Figura 159. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en ccarbinación alogénica, 4 sananas después del
trasplante. Se observa la colonización linfoide en áreas donde
previamente existían bandas de células epiteliales (4. >. xlOO.
Figura 160. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1, 35nU trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata “nucie”, en caxtinación singénica, 4 sananas después del
trasplante. Al igual que en los fragmentos control, los linfocitos
colonizan las bandas de células epiteliales (4.). xlOO.

Figura 161. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con CeA 3, Opg/iul trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata “nude”, en catinaci6n alogénica, 4 sananas después
del trasplante. Al igual que en los fragmentos control y tratados
con dOno (Figs. 159, 160) se observa la colonización linfoide del
retículo epitelial (—su>. ,40.
Figura 162. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude” en ccubinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. Se distinguen zonas cuya histología recuerda a la
observada in sitri en corteza (C) y núiula <M) tímicas. xlOO.
Figura 163. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata “nude”, en carbinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. Se observa la recuperación de la citoarquitectura
tíxaica con zonas que histológicamente se asarejan a la corteza (c)
y nédula (ni> tímicas. xlOO.
Figura 164. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con CsA 3, Opglxnl trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata “nude”, en ccsrbinación alogénica, 6 sananas después
del trasplante. Al igual que en los fragmentos control (Fig. 162)
y tratados con dOno <Fig. 163> se observa la recuperación de la
arquitectura tín¡ica. (C> corteza; (M> nédula. xlOO.

Figura 165. Bandas de células epiteliales detectadas con el
anticuerpo anti-citoqueratina ( c>. Fragnnnto de tino cultivado
en suspensión durante 8 días en medio control trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata “nude”, en catinación singénica, 2
semanas después del trasplante. x125.
Figura 166. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude’, en ccztinación singénica, 2 sananas después del
trasplante. Se observa que el anticuerpo F17—23-2 tiñe bandas de
células (-su) con un patrón similar al previamente descrito para
citoqueratina. tIGO.
Figura 167. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1,35KM, trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata “nude”, en catinación singénica, 2 sananas después
del trasplante. El patrón de Unción del anticuerpo F17.-23-2 es
similar al observado en la Fig. 166 para los fragmentos control.
xlOO.
Figura 168. Fragmento de tirio cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en catinación alogénica, 2 semanas después del
trasplante. Se observan células positivas para el anticuerpo His-
39 (—u> formando grupos ccnpactos. xlOO.

Figura 169. Fragnento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata “nudo”, en ccubinación alogénica, 2 sananas después del
trasplante. El patrón de tinción es similar al descrito en la Fig.
168 para los fragnentos control. xlOO.
Figura 170. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nucie”, en catinación singénica, 2 sananas después del
trasplante. Al igual que lo visto para His-39, His-38 tiñe células
que forman grupos caipactos (~— >, si bien, la intensidad de la
tinción es micho menor que para His.-39. ,c100.
Figura 171. Células epiteliales citc~querat a+ ( mu- > en un
fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8 días en medio
control trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
catinación alogénica, 4 semanas después del trasplante. Los
linfocitos ( —~ > eripiezan a colonizar las bandas de células
epiteliales que ya se observaban a las 2 sananas, y el patrón de
tinción errpieza a hacerse reticular en algunas zonas <*>~ x125.
Figura 172. Células epiteliales citoqueratina+ ( ~.- ) en un
fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con dOno
1, 35xt4 trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
catinación alogénica, 4 sananas después del trasplante. El patrón
reticular de la células epiteliales (* > es similar al observado
en las ratas trasplantadas con fragmentos control (Fig. 171).
xlOO.

Figura 173. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡mho control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en carbinación alogénica, 4 semanas después del
trasplante. El patrón de tinción del anticuerpo F17-23-2,
especifico para nnl&ulas del MHO del haplotipo donante es, cazo
el de citcqueratina, reticular en las áreas ocupadas por células
epiteliales (mu->. xlOO.
Figura 174. Fragnento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1, 35nt4 trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata “nude’, en ccmtinación alogénica, 4 sananas después del
trasplante. El patrón reticular de F17—23—2 (mu.—) es similar que
el descrito para el caso de los fragmentos control en la Fig. 173.
xlOO.
figura 175. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con OsA 3, (4¡g/ml trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata ‘nude”, en cczrbinación alogénica, 4 sananas después
del trasplante. De nuevo el patrón de tinción para F17—23—2 (mu’—)
es similar al descrito para los fragmentos control y tratados con
dOno 1,35KM. x100.
Figura 176. Células epiteliales citoqueratina+ ( mu— ) en un
fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con dGuo
1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
catinación singénica, 6 sananas después del trasplante. El patrón
de tinción reticular en corteza (O> y asociado con células
irregulares grandes en ¡médula (M> es similar al observado in situ
en el tino. xlOO.

Figura 177. Expresión de ¡moléculas del MHO de clase II del
haplotipo donante (F17-23-2+) en un fragmento cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dOno 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata “nude’, en ccstinación
singénica, 6 sananas después del trasplante. El patrón es
reticular en la corteza <O) y asociado a grandes células y grupos
celulares en ¡médula (M), camn se descri±ía en la ng. 176 para la
citoqueratina. x125.
Figura 178. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en catinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. Se observa que el patrón de tinción de las células
epiteliales (citoqueratina+) en el límite del lóbulo ( mu’-> varía
respecto al encontrado en la zona subnapsular in sitr~. Incluso en
algunas zonas el límite no es continuo (*>. x400.
Figura 179. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en acitinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. Se observa el patrón de turión del anticuerpo His-39:
células alargadas en el borde del lóbulo formando un límite casi
continuo (~-) y células estrelladas con largas prolongaciones en
las zonas interiores del lóbulo <-e--->. x400.
Figura 180. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dOno 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
un rata “nude”, en catinación alogénica 6 sananas depsués del
trasplante. El patrón de tinción de His-39 es similar al descrito
para los fragmentos control. x400.

Figura 181. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con OsA 3, Opg/ml trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata “nude”, en carbinación alogénica 6 semanas después del
trasplante. El patrón de tinción de His-39 es similar al visto
para los fragmentos control y los tratados con dOno. x400.
Figura 182. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nudo”, en ccambinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. His-38 tiñe células en la corteza de los lóbulos con
un patrón reticular tanto con una intensidad alta <mu-> cazo con
baja intensidad (—‘->~ Hay zonas, sin embargo, donde, al contrario
de la situación in situ, no existe tinción (*>. x400.
Figura 183. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con <AGuo 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata “nude”, en catinación alogénica, 6 serenas después del
trasplante. El patrón de tinción de His-38 es similar al descrito
para los fragmentos control en la Fig. 182 x400.
Figura 184. Células epiteliales citoqueratina+ < — ) en un
fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8 días en medio
control trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude’, en
catinación alogénica, 4 semanas después del trasplante. xlOO.

Figura 185. Linfocitos 0D5+ (células OX-19+) en un fragmento de
tino cultivado en suspensión durante 8 días en ¡tedio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
ccitinación alogénica, 4 sananas después del trasplante. Las
células positivas, que presentan una intensidad de tinción
variable, se disponen básicamente en el área ocupada por las
células epiteliales (—e-) <ver Fig. 184) pero también en el
conectivo (mu.->. xlOO.
Figura 186. Linfocitos ¶tR cq3+ (células R73+) en un fragmento de
tino cultivado en suspensión durante 8 días en ¡tedio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “rinde”, en
ccstinación alogénica, 4 sananas después del trasplante. Taxtién
en este caso las células positivas, que presentan una intensidad
de tinción variable, se disponen en las áreas ocupadas por
epitelio < —.- > con algunos elementos dispersos en el tejido
conectivo ( a..-). xlOO.
Figura 187. Linfocitos 01)8+ (células OX-8+) en un fragmento de
tino cultivado en suspensión durante 8 días en ¡tedio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
catinación alogénica, 4 semanas después del trasplante. Las
células positivas, que presentan una intensidad de tinción
variable, se disponen en las áreas ocupadas por epitelio (—.-) con
algunos elementos dispersos en el tejido conectivo < —>. xlOO.
Figura 188. Linfocitos 01)4+ (células ER-2+> en un fragmento de
tino cultivado en suspensión durante 8 días en ¡talio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
combinación alogénica, 4 semanas después del trasplante. Al igual
que en las Figs. 185, 186, 187, las células positivas, que
presentan una intensidad de tinción variable, se disponen en las
áreas ocupadas por epitelio < —.-) y en el tejido conectivo <..- >.
xlOO.

figura 189. células 01)5+ (células OX-19+) en un fragmento de tino
cultivado en suspensión durante 8 días en ¡tedio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
ccatinación alogénica, 6 sananas después del trasplante. Se puede
observar el predcninio de células fuertemente positivas para este
marcador en zonas medulares < ~.- >, aunque tawbién las hay
dispersas en corteza (—..-), estando la mayoría de las presentes en
áreas corticales débilixente teflidas ( —). x125.
Figura 190. Células ¶LtR ~43+<células R73+) en un fragmento de tino
cultivado en suspensión durante 8 días en medio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en
catinación alogénica, 6 sananas después del trasplante. Las
células fuertemente positivas ( — > para este marcador se
encuentran dispersas en corteza <0) y, sobre todo, en nedula (M>.
Las débihiente positivas están en corteza (—e-). x125.
Figura 191. Células 01)8+ <OX-8) en un fragmento de tino cultivado
en suspensión durante 8 días en medio control trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata “nude”, en ccatinación alogénica, 6
semanas después del trasplante. La practica totalidad de los
linfocitos en corteza (O> son positivos para este marcador y sólo
algunos (—e-> lo son en áreas medulares (M>. x125.
Figura 192. Células 01)4+ (células ER—2+) en un fragmento de tino
cultivado en suspensión durante 8 días en ¡tedio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nude’, en
cambinación alogénica, 6 semanas después del trasplante. La
mayoría de los linfocitos en corteza son positivos para este
marcador y, en nédula, hay grupos de células positivas no siendo
la tinción exclusiva de linfocitos. 0, corteza; M, nédula. Nótese
que el patrón de tinción de los marcadores linfoides en las Figs.
189, 190, 191, 192 es igual al observado in situ en el tino. x125.

figura 193. Macrófagos ED2+ en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días en ¡tedio control trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata “nude”, en acabinación alogenica, 2
sananas después del trasplante. Las células positivas aparecen en
el tejido conectivo rodeando (—“u>. pero no dentro de, las bandas
de células epiteliales (Ep>. x200.
Figura 194. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡tedio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude’, en cczrbinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. El patrón de distribución del anticuerpo ED1 es
similar al encontrado en tino de ratas normales: hay células
positivas ( mu.’-> dispersas tanto en la corteza (O) cczmo en la
nédula <M>. x200.
Figura 195. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días con 1, 35KM de dOno trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “mide”, en ccstinación alogénica, 6 semanas después del
trasplante. Al igual que en los fragmentos control, los fragmentos
tratados con dato presentan macrófagos EDl+ con igual distribución
que en el tino normal. O, corteza; M, médula. x200.
Figura 196. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días con OsA 3, Opg/xrl trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude”, en camibinación alogénica, 6 sananas después del
trasplante. El patrón encontrado para los mnacrófagos ED1+ es igual
al de los fragmentos control y tratados con dato. O, corteza; M,
¡médula. x200.

figura 197. Macrófagos E02+ en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días en ¡medio control trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata “nude”, en ccanbinación alogénica, 6
sananas después del trasplante. El patrón de tinción, células
positivas ( mu”-) dispersas en corteza (0) y negativas en ¡médula
(M>, es igual al que se observa in situ en un tino normal. x125.
Figura 198. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡talio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata “nude’.’, en catinación alogénica, 2 semanas después del
trasplante. Se observan células que expresan ¡moléculas del MHO de
clase II del haplotipo del huésped <OX-3+) tanto fuera (mu—> ccxmo
dentro (a.> de las bardas de células epiteliales (*>. x200.
Figura 199. Expresión de ¡moléculas del MHO de clase II del
haplotipo del huésped <OX-3+) en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dOno 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata “nude’, en carbinación
singénica, 6 semanas después del trasplante. El patrón en áreas
imalulares es igual al observado Th s’ para este marcador en el
tino. Por el contrario, el patrón en áreas de corteza ( > parece
asociado a elementos dispersos no epiteliales. O, corteza; M,
médula. x125.
Figura 200. Expresión de noléculas del MHO de clase 1 del
haplotipo del huésped (U9-F4-Bl+> en un fragmento de tino
cultivado en suspensión durante 8 días tratado con &Suo 1,35KM
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata “nade”, en
combinación alogénica, 2 semanas después del trasplante. Todas las
células presentes en el trasplante, excepto las bandas de células
epiteliales (4—), son positivas para este marcador. Algunas
células dispersas entre estas bandas (—e-> tarbién expresan este
marcador. x200.

Figura 201. Expresión de noléculas del MHO de clase 1 (determinate
nnncmy5rfico, células OX-18+) en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dOno 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata “nude”, en combinación
alogénica, 2 semanas después del trasplante. Todas las células del
trasplante, incluyendo las células epiteliales ( —*
trasplantadas, expresan este marcador. x200.
Figura 202. Bazo de una rata “nude” trasplantada con fragmentos de
tino cultivados en suspensión durante 8 días tratados con dato
1,35KM, en ccmtinación singénica, 2 sananas después del
trasplante. Las vainas linfoides periarteriolares (PAIS) están
vacías de células linfoides (4—). x200.
Figura 203. Bazo de una rata “nude’ trasplantada con fragmentos de
tino cultivados en suspensión durante 8 días en ¡medio control, en
ecitinación singénica, 4 semanas después del trasplante. las PAES
(—*j penmianecen vacías. x200.
Figura 204. Ganglio linfático ¡mesentérico de una rata “nude”
trasplantada con fragimentos de tino cultivados en suspensión
durante 8 días tratados con OeA 3, Opg/ml, en catinación
alogénica, 2 sananas después del trasplante. Se observa que tanto
el paracórtex ( * ) cato las zonas interfoliculares ( mu—> están
vacías de células linfoides. xlOO.

Figura 205. Ganglio linfático mesentérico de una rata “nude”
trasplantada con fragmentos de tino cultivados en suspensión
durante 8 días tratados con OeA 3, OpgIml, en combinación
singénica, 4 semanas después del trasplante. Las áreas T
dependientes ¡muestran la ausencia de células linfoides < mu.).
xlOO.
Figura 206. Bazo de una rata “nude” trasplantada con fragmentos de
tino cultivados en suspensión durante 8 días tratados con OeA
3, Opg/ml, en catinación alogénica, 6 semanas después del
trasplante. Se pueden observar algunos linfocitos (mu.- ) en las
PAES. x200.
Figura 207. Ganglio linfático de una rata “nude” trasplantada con
fragmentos de tino cultivados en suspensión durante 8 días
tratados con OeA 3, Opg/ml, en combinación alogénica, 6 semnnas
después del trasplante. Se observa una cierta recuperación
linfoide en las áreas T dependientes, paracórtex ( * > y zonas
interfoliculares (-ms). xlOO.
Figura 208. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata eutíniica, en combinación singénica, 1 semana después del
trasplante. Se observa la masiva infiltración linfoide del tejido
trasplantado. Tarrbién se observan grupos compactos de células
epiteliales (~). R, túbulos renales. xlOO.

Figura 209. Células epiteliales citoqueratina+ ( ~ ) en un
fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8 días en ¡medio
control trasplantado bajo la cápsula renal de una rata eutímica,
en combinación singénica, 1 samiana después del trasplante. Se
aprecia la presencian de algunos linfocitos dentro de las bandas
de células epiteliales (-e-—>. xlaO.
Figura 210. Oélulas epiteliales citoqueratina+ ( ~ > en un
fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8 días tratado
con OsA 3, Opg/ml trasplantado bajo la cápsula renal de una rata
eutímica, en ccatinación singénica, 1 semana después del
trasplante. Al igual que en el caso de los fragmentos control de
la Fig. 209, se aprecia la presencia de algunos linfocitos dentro
de las bardas de células epiteliales (-.s--—). xlOO.
Figura 211. Células 01)5+ (OX-19+) en un fragmento de tino
cultivado en suspensión durante 8 días en ¡tedio control
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata eutínnca, en
combinación singénica, 1 semana después del trasplante. Las
células positivas ( — > se encuentran dispersas por todo el
trasplante. x125.
Figura 212. Linfocitos ItR c43+ (células R73+> < — ) en un
fragmento igual al ¡rostrado en la Fig. 211. x125.

Figura 213. Células 01)8+ (células OX-8+) (—> en un fragmento
igual al ¡mostrado en la Fig. 211. ~c125.
Figura 214. células 01)4+ (células ER-2+> (-.— > en un fragmento
igual al ¡mostrado en la Fig. 211. x125.
Figura 215. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutímica, en ocitinación singénica, 4 semanas después del
trasplante. Se observa una masiva presencia de linfocitos por todo
el trasplante, especiaLmente cerca del riñón (-‘“u>, y vasos
R, t<ibulos renales. xlOO.
Figura 216. Células 01)5+ (OX-19+> en el borde entre trasplante y
riñón en un fragimento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con OsA 3, Opg/ml trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata eutímnica, en catinación singénica, 4 saranas después
del trasplante. Obsérvense los grandes vasos llenos de linfocitos
(—‘“u) en zonas cercanas al tejido renal (E>. xlOO.

Figura 217. Macrófagos ED2+ en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días en ¡medio control trasplantado bajo la
capsula renal de una rata eutímica, en camtinación singénica, 1
semana después del trasplante. Las células positivas ( mu.- ) se
distribuyen por todo el área del trasplante aunque el núnero es
especiaLmente bajo en el borde entre trasplante y riñón (*>. R,
ttibulos renales. x125.
Figura 218. Macrófagos ED2+ en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días en medio control trasplantado bajo la
cápsula renal de una rata eutímica, en combinación singénica, 4
semanas después del trasplante. los macrófagos no ¡muestran apenas
caxtios en su distribución en el trasplante respecto a la
situación una semana después del trasplante. R, túbulos renales.
x125.
Figura 219. Oélulas epiteliales citoqueratina+ < ~ > en un
fragmento cultivado en suspensión durante 8 días tratado con OsA
3, Opg/ml trasplantado bajo la cápsula renal en una rata eutíxnica,
en ocatinación singénica, 4 sananas después del trasplante. Se
observa un patrón reticular similar al observado en el caso de las
ratas ‘nude” a las 4 sananas del trasplante. x125.
Figura 220. Fragmento de tinn cultivado en suspensión durante 8
días en ¡medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutímica, en carbinación alogénica, 1 semana después del
trasplante. El borde entre trasplante y riñón (R) está lleno de
linfocitos (mu.-> y se observan zonas de células necróticas (—e-).
x40.

Figura 221. Detalle de la Fig. 220 en el que se nuestran numerosas
células necróticas (mu’—). x400.
figura 222. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutímica, en combinación alogénica, 1 semana después del
trasplante. Al igual que lo descrito en los trasplantes realizados
en similares condiciones con fragmentos cultivados adheridos a la
superficie de cultivo, se observa una zona cercana al riñón <*>
donde se acunulan nunerosos linfocitos entre células no linfoides
de citoplasma claro de aspecto epitelial ( -.—-- >. R, túbulos
renales. x200.
Figura 223. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dato 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata eutímica, en combinación alogénica, 1 semana después del
trasplante. Detalle de la zona del fragmento más próxima al tejido
renal, profundamente infiltrada por linfocitos (-“—->• x200.
Figura 224. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con OsA 3,Opg/nil trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata eutimica, en cczrbinación alogénica, 1 semana después
del trasplante. Al igual que en el caso control (Fig. 169> el
borde entre trasplante y riñón está formado por linfocitos (-e----> y
células predcxmiinantenente epiteliales ( — >. x200.

Figura 225. Detalle de la zona inteniedia del fragmento ¡mostrado
en la Fig. 222 donde se observan nunerosos linfocitos (~e- >1
células de aspecto nonocítico (-‘“u), células de aspecto epitelial
.-> entre tejido conectivo (*) y vasos sanguíneos (—*>. x400.
Figura 226. Fragmento cultivado en suspensión durante 8 días
tratado con dQ¡o 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutímica, en combinación alogénica, 1 semana después del
trasplante. Se ¡muestra el límite entre el tejido trasplantado y el
tejido renal (R>. Este límite no es continuo, cato sucedía en las
ratas “nude”, y nichos de los linfocitos que infiltran el
fragmento tairbién se observan entre los títulos renales (—*).
Nótese la presencia de nunerosos vasos sanguíneos de gran calibre
(mu—>. x200.
Figura 227. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutimica, 1 semiana después del trasplante. La mayoría de la
tinción anti-citoqueratina está profundaimente alterada ( ~
x125.
Figura 228. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata eutímica, en ccumtinación alogénica, 1 sanana después del
trasplante. Notar de nuevo la profunda alteración de la tinción
con el anticuerpo anti-citcqueratina ( mu.- ), si bien se pueden
observar algunas bandas intactas en la parte más externa del
trasplante <—*4. x125.

Figura 229. Oélulas epiteliales citoqueratina+ ( -~ ) en un
fragmento de tiro cultivado en suspensión durante 8 días tratado
con OeA 3,Opg/znl trasplantado bajo la cápsula renal de una rata
eutímica, en ocabinación alogénica, 1 semana después del
trasplante. Se ruestran diversas áreas epiteliales, algunas con
claros signos de degeneración (-.‘—). x125.
figura 230. Expresión de ¡moléculas del MHO clase II del baplotipo
donante (F17-23’-2+) en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata eutímica, en combinación
alogénica, 1 senana después del trasplante. Al igual que lo
descrito para la expresión de citcqueratina (Figs. 227, 228, 229>
la tinción está totaLmente alterada (-“u). x125.
Figura 231. Expresión de ¡moléculas de MHO clase II del haplotipo
donante (F17-23-2+) en un fragmento de tiro cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con OeA 3, Opg/ml trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata eutímica, en combinación
alogénica, 1 senana después del trasplante. En algunas regiones
quedan células positivas aparentemente poco alteradas (‘“u >, si
bien en otras empiezan a tener signos de alteración (—>. x125.
Figura 232. Células 01)5+ (OX—19+> en un fragmento de tino
cultivado en suspensión durante 8 días tratado con dGuo 1,35KM
trasplantado bajo la cápsula renal de una rata eutímica, en
combinación alogénica, 1 semana después del trasplante. Las
células positivas infiltran todo el tejido trasplantado (-.—- ) y
especiaLmente en el límite con el tejido renal (—*3. E, título
renal. x125.

Figura 233. Linfocitos ¶bR c43+ (células R7~ en un fragmento de
tino cultivado en suspensión durante 8 días tratado con dGuo
1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de una rata eutímica, en
catinación alogénica, 1 sena después del trasplante. Camn en el
caso anterior, las células positivas para este marcador (“u > se
concentran en el límite entre fragmento y tejido renal. x125.
Figura 234. Células 008+ (OX-8+) en un fragmento de tino cultivado
en suspensión durante 8 días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata eutímica, en ccnrbinación
alogénica, 1 semana después del trasplante. x125.
Figura 235. Células 01)4+ (ER-2+) en un fragmento de tino cultivado
en suspensión durante 8 días tratado con douo 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata eutíxnica, en catinación
alogénica, 1 semana después del trasplante. x125.
Figura 236. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata eutin¡ica, en carbinación alogénica, 1 semana después del
trasplante. Se observan ntmerosos macrófagos ED2+ dispersos por
todo el trasplante (-“u>, siendo su número huy bajo en el límite
entre trasplante y riñón <*>. R, títulos renales. x125.

Figura 237. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutímica, en catinación alogénica, 2 sananas después del
trasplante. Notar el iriportante amiento de tejido conectivo (—“u>
y células de aspecto fibroblástico (-.-—), aunque todavía quedan
infiltrados linfoides (-.- > próxixios a los títulos renales. x200.
Figura 238. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado bajo la cápsula renal de
una rata eutímica, en ccatinación alogénica, 2 semanas después del
trasplante. Se sigue apreciando un infiltrado linfoide en el
límite entre el fragmento y el tejido renal, pero la cantidad de
tejido conectivo <*) ha crecido considerablemente. x200.
Figura 239. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con OsA 3, Opg/ml trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata eutíniica, en ccnbinación alogénica, 2 semanas después
del trasplante. x200.
Figura 240. Células epiteliales citoqueratina+ ( -‘“u > en un
fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8 días en ¡medio
control trasplantado bajo la cápsula renal de una rata eutímica,
en caitinación alogénica, 2 semanas después del trasplante. La
tinción apenas es reconocible en los restos de las bandas
epiteliales (-“—->. x200.

Figura 241. Macrófagos ED2+ en un fragmento de tino cultivado en
suspensión durante 8 días tratado con dGuo 1,35KM trasplantado
bajo la cápsula renal de una rata eutímica, en ccztinación
aitogánica, 2 sananas después del trasplante. Los macrófagos se
encuentran dispersos por toda el área del trasplante (-u—> y, en
bajo número ( — ), en el borde entre riñón (E) y fragmento
trasplantado. x125.
Figura 242. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días en ¡medio control trasplantado bajo la cápsula renal de una
rata eutínmica, en caitinación alogénica, 3 sananas después del
trasplante. El trasplante ha quedado reducido a una matriz de
colágeno (*) y apenas se observan linfocitos. Cuando éstos están
presentes, se distinguen en áreas cercanas al tejido renal (-.----).
R, títulos renales. xlOO.
Figura 243. Fragmento de tino cultivado en suspensión durante 8
días tratado con dcuo 1, 35m,M trasplantado bajo la cápsula renal
de una rata eutimica, en ccubinación alogénica, 3 senanas después
del trasplante. Cain en la Fig. 242 el fragmento el tejido es una
masa haxogénea de colágeno ( * >, más o ¡menos infiltrada por
linfocitos (—‘“u>, sin restos de epitelio. x400.
Figura 244. Detalle de la Fig. 243 donde se observa el infiltrado
de células linfoides (-as) y algunos eosinófilos (-.-e-). x400.

Figura 245. Fragmento de tino en cultivo organotípico, cultivado
en ¡medio control durante 5 días. Obsérvese que la mayoría del
fragmento está ocupado por una matriz de colágena (~) sin apenas
linfocitos, entre la que se observan macrófagos (—“u > y algunas
células epiteliales (—‘e’.>. >c400.
Figura 246. Fragmento de tino en cultivo organotipico, cultivado
con 1, 35uM de dGuo durante 5 días. Se puede apreciar la presencia
de numerosos linfocitos picnóticos ( -~ >, macrófagos y zonas,
rodeando el fragmento, de células epiteliales (—ej. x200.
Figura 247. Fragmento de tino en cultivo organotípico, cultivado
con 1,35KM de dGuo durante 5 días. Detalle del misno fragmento
¡mostrado en la Fi.g. 246 en el que se observan algunas células
linfoides vivas en el interior del fragmento (-“u). x400.

